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ANEXOS %

Comprobante de pago de la tasa de presentaciéon de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando ei solicitante sea persena
juridica. ‘

Paderes, si fuere el caso. Pfé(“"b copia Siwple ver é”Pedlen'le Vo, OY-036.393.
Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante,

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).

Traduccidn de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificadc de depodsito del material bioidgico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacion socbre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta
solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros. Busqueda Internacional

®

@)

NOMBRE:_CARLOS R. OLARTE

FIGURA CARACTERISTICA:

4 )

Solicito la concesion de la patente,

C.C.79.782.747 Bta T.P._74.295

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.
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TRADUCCION OFICIAL DE UN DOCUMENTO QUE ESTA ORIGINALMENTE EN INGLES

Nota del traductor:
El documento adjunto de Vpo‘der de Novartis AG a Carlos R. Olarte y/o J.
Ian Raisbeck y/o Ana Maria Frieri y/o Juan Guillermo Moure y/0 Natalia

Castro lleva los siguientes datos en ingiés.
CERTIFICACION NOTARIAL

1. En esta fecha, dia 30 de Agosto de 2006, yo, el suscrito Notario
Publico certifico por medio del presente la auténticidad de las firrnan
del seiior Arthur Canonica, ciudadano de Corticiasca, Suiza, residente
en Wisen/S0, Suiza, y . del Sr., Pascal Traub, ciudadano de Richen,
Suiza, residente en Basilea, Suiza, ambos Personas mayores de edad
y con direccion cornercial en Lichstrasse 35, 4056, Basilea, Suiza. la ‘

autenticidad de la firmas fue establecida por medio de la

comparacion.’

2. Ademés, yo, el Notario Publico, certifico por el presenteﬂ que las
anteriores personas han ejecutado el anterior documento cornq
apoderados de Novartis AG.

. Ademas, yo, el Notario Pablico certifico por el presente que Novartis

o

AG, con su principal lugar de negocios en Basilea, Suiza, estd’

debidamente conslituida, estd actualmente vigente - que los® |

propositos para los cuales se otorgd el Documento de Poder estan /‘g
dentro del alcance de sus propésitos corporativos. Q‘%a—

Tradul:tor Qﬁcé‘
JORGE 'E.{SIERRA "

Vicencin 376 - 1o



-

La base para mis certificaciones de los puntos 2, 3 y 4 fue la exhibicidn

-

4. Ademas, yo, el Notario Publico, certifico por el presente q:Je las
anteriores personas tienen la autoridad para ejecutar el documento

de Poder y que por este instrumento, su representacion es legal.

de los siguientes documentos auténticos:

- Documento de Poder de Novartis AG fechado el 19 "de junio de

2006 vy

- Extracto del Registro de Comercio del Cantén de la Ciudad de

Basilea para Novartis AG, en Basilea, fechado el 25 de enero de

2006.
Basilea, Suiza, este dia 30 de Agosto de 2006.

(Firmado) Dr. Matthias Staehelin, Notario Fublico del Canton de la:

ciudad de Basilea, Suiza.
Mi licencia vence el 11 de Marzo de 2009,

Hay una Apostilla de Suiza, firmada por Heidi Fischer, bajo el No.

8049/13584.

Tlac?uc'ar Oficin
JORGE L. SikRRA g

Lirenrin TA ! anmaa o0t




Certificacion: -

Certifico que la presente es una traduccion verdadera y completa del
- documento adjunto: “Novartis”

Fecha: 12 de Septiembre de 2006.

.T raductor: Jorge Enrique Sierra Reyes.

Licencia No. 376 de 1993, del Ministerio de Justicia.

Direcciéd.‘ Carrera 15 No. 99-13 Oficina 411. Bogota, Colombia.

Teléfono: (57-1) 2132308, (57-1) .6232925.

E-mail: treseserl @yahod.com. No. 8346
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J. Ian Raisheck
. OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA.

Ana Moria Prieri
Juan Guillernio Noure

Natalia Castres

“Zayde Chiahin
Jaequeline Chaparro
José Luis bondoiio
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Felipe Mendoza
i Siindn Salinas

A Power of Attorney Poder oG
] , . O et Ml
The undersigned, El suscrito,
NOVARTIS AG
o] domiciled in domiciliado en
o _ - Lichtstrasse 35, CH-4056 Basel / Switzerland
1 by means of these presents hereby grants to Carlos  por medio del, presente olorga a Carles R.
R R. Olarte and/or X lan Raisbeck and/or  Olarte y/o J. lan Raisbeck y/o Ana
v Ana Maria Frieri and/or Juan Guillermo  Maria  PFrieri y/o Juan Guillermo
. Mourc and/or Natalia Castro fuil and Moure y/o Natalia Castro poder especial,

sufficient Power of Alloruney lo file, prosecute, amplic y suficienle para presentar, tramilar,
obtain, defend and enfosce any and all of the oblener, defender y hacer respelar todas y
coimpany’s Patents for Inventions, Utility Models,  cualquiera de las I"atentes de Invencidon, Modelos
Layout-Designs  (topographies) of Integrated  de  Utilidad, Esquemas de ‘Trazados de
Circuits,  Industrial  Designs, Trademarks, Circuitos | Integrados, Disciios Industriales,
Advertising Slogans, Trade Names, Commercial Marcas, Lemas Comerciales, Nombres

v Lmblems, Geographical Indications, I'rotection of  Comerciales,  Ensciias Comercizles,
; Trade Secrets, Obtainer’s Certilicates,  Denominaciones de  Origen, Proteccion de
1:' Copyrights, Registration of Domain Names, Secretvs Empresariales, Certificados  dc

]

; Health Registrations, or any other intelleetual  Obtentor, Derechos de Autor, Registro de
i property right in the Republic of Colombia, to  Noembres de Dominio, Registros Sanitarivs, o
| which cnd it empowers them lo lake all stcps  cualquier vtiv bicn de propicdad infelectual de
t nceessary  belore any  administrative or judicial-  la compaiifa en la Repiblica de Colombia, a cuyo
1 authority ol any class for the objects stated, (o file  efecto los [aculla para dar todes los pasus
i petitions, recourses, replies and oppositions, pay  neuesarios anic cualquier autoridad adninistrativa
g taxcs and anuuities, request testimonies, receive o judicial de cualquier jerarquia para cumplir con
i documents aud securities, abandon applications and  “lo  encomendado, elevar soliciludes, recursos,
* colieet refunds.  Suflicient power is hereby granted  respuestas y  oposiciones, pagar impueslos y
to receive notifications on behalf of the Company, Lo anualidades,  solicilar  testimonios,  recibir
cofer powers on lhose who are to represent the  documentos y valores, desistic y pereibir.  Sc
company judicially and cxtrajudicially, to answer in - concede poder baslaule para recibir notilicaciones
coutt in the malier of all clatmis and demands that  a nombre de la compaiifa, olorgar podercs a
may be presenled in connection with the objecls  quicnes vayan a representar a la compaiiia judicial
stated, giving Lthem likewise power (o subslitule these  y cxtrajudicialmente, responder en juicio a todas

L
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presents and revoke such substitulions. las reclamaciones o demandas que por motivo de
: lo  encomendado se presenlaren, dandoles
N A asimismo  facullad para sustuluir el presente y

o revocar dichas suslituciones.

o,

o /f
T
. Stguature/Firina’ ' ’L L{’(’Z'
. . A hur CeHrgin! e

Date/lFecha: June 27, 2006

City,Country/Ciudad, Pais: Basel, Switzerland
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World 'l‘r'ldtj: Cenler - Torre A, Calle Il 00 Nu. 8A -37, Piso 10, Bogotd D.C., Colombia -
Tel+ 57 1 601-7700, Lax +57 1 601-7799, ollice(iolanteraisbeek.com, www.olartgraisbeelk.coin
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Attestation

l

On this date, the 30" (thirtieth) day of August 2006 (two thousand and six), I Lhe
undersigned Notary Public certify herewith the authentlcrty of the signatures of Mr,
Arthur Canonica, citizen of Corticiasca,- Switzerland, re5|d| gin Wlsen/SO SW|Lzer—
land and of Mr. Pascal Traub, citizen of Riehen, bmtzelrland residing in Basel
Switzerland, both of legal age and with business address at, Lichtstrasse 35, 40;6

Basel, Switzerland. The authenticity of the signatures was _establlshecl by means of
comparisen,

Further, I, the Notary Public certify hereW|th that the foregoing persons have exe—'
cuted the foregoing document as proxy holders for Novartis AG.

Further, I, the Notary Public certify herewith that Novartis AG, havmg its prmupal
place of business located|in Basel / Switzerland, is duly mcorporaled is currently in
existence, and that the purposes for which the Power of Attorney is granted are
within the scope of its corporate purposes

Further, I, the Notary Publlc certify herewith that the foregoing persons have the au-

thority to execute the Power of Attorney and that for this instrument their represen-
tation is legal.

The foundation for my certifications contained in points 2 (two) 3 (three) ancl 9
(four) was the exhibition of the following authentic documents:

- Power of Attorney by Novartis AG dated June 19 (nmeleen), 2006 (two thou
sand and six); and

Extract from the Register of Commerce of the Canton of Basel- -City for Novarth
AG, in Basel, dated January 25 {twenty- five), 2006 (two thousand and six).:

H .
|

BASEL, Switzerland, this 30‘h (thirtieth) day of August 2006 (two thousand and 5ix) '

| Aadiol Wler

Dr. Matthias Staehelin,' Notary Public

p\\'\\ in the Canton of Basel-City, Switzerland

\

\
\\\‘\

\\ \, My license expires on March'11 (eleven),

2009 (two thousand and nine).

Leg.Prot.nr. 975 /2006
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APQSTILLE
(Hapue Conventicn of Octaber 5%, 1961)
1. Couniry: Swilx -r)uxd..)?.ch‘.vciz/Suis:‘.c)
This official Jdey N \ !
2.1 l'ipnr'd by o o AT I preeet e et eee nraas

-1

. in Basel (B&le) 6. on
. by the State Chq'luély 0]4:;)’ anlen of Bascl- LudL

. no. L/ff(: ....... ‘e G / /HZJ:P (72—;'

Ceriilied st i LS TR 1T

Seal /etmn 10 wlmlurc

. Heidi Fiacher
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1

CESION

Por buena y onerosa consideracion, del cual se acusa recibo suficiente, nosotros

Kwangho Lee Residente en: 3 Watson Road
Lexington, Massachussets 02421

Jennifer A. Leeds Residente en: 6 Gorham Street
Arlington, Massachussets 02474

Por medio de la presente vendemos y transferimos a NOVARTIS AG, una compaiiia
constituida bajo las leyes de la confederacion Suiza, de Lichstrasse 35, 4056 Basilea,
Suiza y sus sucesores, cesionarios y representantes legales todos nuestros derechos
titulo e interés para todos los paises del mundo, excepto Austria, y Novartis Pharma
GmbH, una compaiifa constituida bajo las Leyes de Austria de Bruner Strasse 59, 1230
Vienna, Austria y sus sucesores, cesionarios y representantes legales todos nuestros
derechos titulo e interés para Austria (Novartis AG y Novartis Pharma GmbH, llamados
de. ahora en adelante colectivamente los CESIONARIOS) en y para (1) todos nuestros
inventos y descubrimientos descritos en la solicitud de patente titulada:

COMPUESTOS DE N-FORMYL HYDROXYAMINE

Y presentada en la Oficina de Patentes y Marcas Registradas de Los Estados Unidos De
América el ,20 v de acuerdo con la Solicitud nimero *
y/o archivada bajo el nimero RO/EP el 2 de Marzo de 2007, y de acuerdo con la
solicitud de Patente Internacional nimero PCT/US07/63167* (2) la solicitud de Patente
identificada en (1), (3) todas las fases nacionales de dicha solicitud de patente
internacional identificada en, (1), (4) todas las demas solicitudes de patentes en todas las
regiones y paises que reivindiquen prioridad de la(s) solicitud(es) de Patentes
Provisionales o no provisionales presentada(s) en la Oficina de Patentes y Marcas
Registradas de Los Estados Unidos el 3 de Marzo de 2006 y de acuerdo con la solicitud
numero 60/779.377, (5) por todas las solicitudes de Patentes, todos los derechos de
prioridad basados en la solicitud de Patente en Los Estados Unidos identificada en (4)
en todos los paises y regiones bajo la convencion de Paris para la proteccion de la
propiedad industrial, la Convencién Inter-Americana relacionado con Patentes,
Invenciones Disefios y Modelos Industriales y todos los demds convenios
internacionales a los cuales esté suscrito o que intente hacerlo, y si la Patente de los
Estados Unidos identificada en (4) es una solicitud de Patente provisional, bajo 35USC
119(e) (incluyendo el derecho a presentar solicitud de Patente en dichas invenciones y
descubrimientos en nombre de los CESIONARIOS o sus designados o en nuestros
nombres, a su eleccion y de acuerdo a las leyes aplicables en todos los paises o
regiones), (6) Todas las continuaciones o divisiones de cualquiera de las solicitudes de
Patente en Los Estados Unidos o de solicitud de Patente Internacional identificada en
(1) y cualquier solicitud de Patente dentro del rango de (4) (incluyendo futuras
continuaciones y divisiones tales como, pero no limitadas a, continuaciones de




Caso de Patente: 50069-US-NP

continuaciones de divisiones), (7) todas las Patentes que sean otorgadas en cualquiera
de dichas solicitudes de Patente, (8) todas los registros de y confirmaciones de, y
certificados de importacion basados en, una o mas dichas Patentes y (9) todos los re-
otorgamientos, renovaciones, y extensiones de dichas patentes, registros,
confirmaciones y certificados de importacion y certificados de re reexaminacion,
expedidos para dichas patentes y certificados de proteccidn basados en dichas patentes y
solicitudes para tales re otorgamientos, renovaciones, extensiones, certificados de re-
exanimacion y certificados de proteccion, asi mismo para ser conservada y disfrutada
por dichos CESIONARIOS y sus sucesores, asignados y representantes legales, en su
totalidad por dichas patentes, registros, confirmaciones, certificados de importacion,
certificados de reexaminacién, certificados suplementarios de proteccion, re
otorgamientos, renovaciones y extensiones que puedan ser expedidas, proporcionar
todos los términos para que todas las patentes puedan ser concedidas, para conservar y
disfrutar plenamente y totalmente por nosotros, asi mismo como lo hariamos si esta
cesion no hubiera sido vendida y transferida.



Caso de Patente: 50069-US-NP

*Nosotros por medio del presente autorizamos al CESIONARIO vy sus representantes
para incorporar en este instrumento el nimero de la solicitud y la fecha de presentacion
de dicha solicitud cuando esta sea notificada.

Y por medio de la presente nosotros convenimos y acordamos que en cualquier
momento, al requerirse y a expensas del CESIONARIO o sus sucesores asignados o
representantes legales, ejecutaremos y entregaremos cualquier y todos los documentos
necesarios y deseables para perfeccionar el titulo de los anteriores inventos o
descubrimientos, solicitudes de patente, registros confirmaciones, certificados de
importacion,  re-otorgamientos, renovaciones, extensiones, certificados de
reexaminacion, certificados de protecciéon adicional dentro del rango de (8) y (9) a
nombre del CESIONARIO, sus cesionarios, sucesores, u otros representantes legales,
incluyendo Ja ejecucion y consecucion de cualquier y todo documento adicional que
evidencie esta cesion y venta segin sea necesario o deseable en la Oficina de Patentes u
otra Oficina o Agencia para la Propiedad Intelectual o similar de cualquier pais o
region, (ii) al requerirse, pero a expensas del CESIONARIO o de sus sucesores,
asignados, o representantes legales ejecutaremos todas las solicitudes dentro del rango
de adicionales de Patente (3), (4) y (6) y todas las solicitudes dentro del rango (8) o (9)
y (iii) y realizaremos las declaraciones necesarias juramentadas y realizaremos todos los
actos juridicos necesarios para ello, sin compensacion adicional, pero a expensas del
CESIONARIQ, sus sucesores, cesionarios, u otros representantes legales.

Ejecutado el 23 de Abril de 2007.

Kwangho Lee, (firma ilegible) L.S.

Reconocimiento

Commonwealth de Massachussets)
)S.S.:
Condado se Middlesex )

El dia 23 de Abrit del 2007, se presento ante mi personalmente Kwangho Lee
demostrando ante mi ser la misma persona descrita aqui y de ser quien ejecuto este
documento y reconoce haberlo hecho por su propia voluntad con el proposito aqui
descrito.

Sellado.

Firma ilegible
Notario Pablico.
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Ejecutado el 23 de Abril de 2007.

Jennifer A. Leeds, (firma ilegible) L.S.

Reconocimiento

Commonwealth de Massachussets)
)S8.S.:
Condado se Middlesex )

El dia 23 de Abril del 2007, se presento ante mi personalmente Jennifer A. Leeds
demostrando ante mi ser la misma persona descrita aqui y de ser quien ejecuto este
documento y reconoce haberlo hecho por su propia voluntad con el proposito aqui
descrito.

Sellado.

Firma ilegible
Notario Publico.

SOLO PARA COPIA CERTIFICADA

Yo. el firmante, Dr. Maithias Stachelin, Notario Legal Civil por este medio certifico que
¢l documento adjunto es una copia fiel y auténtica del documento original.

BASILEA (SUIZA), este 8 de Agosto de 2008.
Dr. M. Staehelin
Notario.

Leg. Prot. 1628/2008




Caso de Patente: 50069-US-NP \\X

APOSTILLA

(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961)

PAIS: SUIZA

ESTE DOCUMENTO PUBLICO HA SIDO FIRMADO POR: M. Staehelin
EN CALIDAD DE: NOTARIO PUBLICO OFICIAL

CERTIFICADO CON EL SELLO DE: NOTARIO PUBLICO

_-t-bJI\J-—‘

CERTIFICO

EN BASILEA

EL DE 2008

POR: LA CANCILLERIA DEL ESTADO DE CANTON DE BASILEA
No. 7.076/M902

9. SELLO: DE LA CANCILLERIA DE ESTADO CIUDAD DE BASILEA
10. FIRMA: (ILEGIBLE)

Heidi Fisher

% = o
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(joint) Patent Case 50069-US-NP (7

ASSIGNMENT \ '

For good and valuable consideration, the receipt and adequacy of which are hereby ackndwledged, we

Kwangho Lee ' , residing at 3 Watson Road
: : Lexington, Massachusetts 02421

Jennifer A. Leeds : residing at 6 Gorham Street
' Arlington, Massachusetts 02474

do hereby sell, assign and transfer to Novartis AG, a company organized under the laws of the Swiss
Confederation, of Lichtstrasse 35, 4056 Basel, Switzerland, and its successors, assigns and legal
represéntatives, all of our right, title and interest for all countries of the world except Austria and to Novartis
Pharma GmbH, a company organized under the laws of Austria, of Brunner Strasse 59, 1230 Vienna,
Austria, and its successors, assigns and legal representatives, all of our right, title and interest for Austria
(Novartis AG and Novartis Pharma GmbH hereinafter referred to collectively as the "ASSIGNEES") in and to
(1) all of our inventions and discoveries described in the patent application(s) titled

N-FORMYL HYDROXYAMINE COMPOUNDS

and filed in the United States Patent and Trademark Cffice on , 20__ and accorded
Application Number * and/or filed in the RO/US on March 2, 2007 and accorded
International Patent Application Number PCT/US07/63167*, (2) the patent application(s) identified in (1),
(3) all national stages of any international patent application identified in (1), (4) all other patent applications
in all countries and regions claiming the priority of the provisional or non-provisional patent application filed
in the United States Patent and Trademark Office on March 3, 2006 and accorded Application Number
60/779,377, (5) for all patent applications, all rights of priority based upon the United States patent
application identified in (4) in all countries and regions under the Paris Convention for the Protection of
Industrial Property, the Inter-American Convention relating to Inventions, Patents, Designs, and Industrial
Models and all other international agreements to which the United States now is or hereafter becomes a
signatory and, if the United States patent application identified in (4) is a provisional patent application,
under 35 USC 119(e) (including the right to file patent applications on said inventions and discoveries in the

- names of ASSIGNEES or their designees or in our names, at their election and in accordance with
applicable law in all countries and regions), {6) all continuations and divisions of any United States patent
application or international patent application designating the United States identified in (1), any national
stages of any international application identified in (1) and any patent applications within the scope of (4)
(including further continuations and divisions such as, but not limited to, continuations of continuations and
continuations of divisions), ((2)-(4) and (6) hereinafter referred to collectively as “patent applications”), (7) all
patents that are granted on any of said patent applications, (8) all registrations and confirmations of, and
importation certificates based upon, one or more of said patents and applications for such registrations,
confirmations and importation certificates and (9) all reissues, renewals and extensions of said patents,
registrations, confirmations and importation certificates, reexamination certificates issued for said patents
and supplementary protection certificates based upon said patents and applications for such reissues,
renewals, extensions, reexamination certificates and supplementary protection certificates, the same to be
held and enjoyed by said ASSIGNEES and their successors, assigns and legal representatives to the full
ends of the terms for which said patents, registrations, confirmations, importation certificates, reexamination
certificates, supplementary protection certificates, reissues, renewals and extensions may be granted, as
fully and entirely as the same would have been held and enjoyed by us if this sale, assignment and transfer
had not been made.
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And we hereby covenant and agree that we will, at any time, (i) upon the request, but at the expense, of
ASSIGNEES or their successors, assigns or legal representatives execute and deliver all documents that
may be necessary or desirable to perfect the title to the foregoing inventions and discoveries, patent
applications, patents, registrations, confirmations, importation certificates, reissues, renewals, extensions,
reexamination certificates, supplementary protection certificates and applications within the scope of (8) and
(9) in ASSIGNEES or their successors, assigns or legal representatives, including the execution and
procurement of all further documents evidencing this sale, assignment and transfer as may be necessary or
desirable for recording the same in the patent office or other intellectual property office, agency or the like of
any country or region, (ii) upon the request, but at the expense, of ASSIGNEES or their successors, assigns
or legal representatives execute all additional patent applications within the scope of (3), (4} and (6) and all
applications within the scope of (8) or {(9) and (iii) make all rightful oaths and declarations and do all lawful
acts requisite for procuring the same or for aiding therein, without further compensaticn, but at the expense
of ASSIGNEES or their successors, assigns or legal representatlves

*We hereby authorize ASSIGNEES and their representatives to insert in this Assignment the filing date(s)
and Application Number(s) of said patent application(s) when notified thereof.

z. 5 [; V Vs, (’)
Executed this , day of ] ) )/ ! , 20 ’

L.S.

Kwang

ACKNOWLEDGEMENT

Commonwealth of Massachusetts )

County of 7%/4’//%”@5 | ;S s

-
On this 92 ; day of W , 2007, personally appeared before me Kwangho Lee

to me known and known by me $ be the same person described in and who executed the foregoing
Assignment and acknowledged that (s)he executed the same of his (her) own free will for the purpose set
forth. :

= e

Notary Pubhc
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' Executed this 07 5 day of ﬁ? | l 200 1 .

Jennifer & Leeds

ACKNOWLEDGEMENT

Commonwealth of Massachusetts )

County of \745(/&5&“/”)/ o

On this g 5 day of ﬁ/f/w é , 2007, personally appeared before me Jennifer A. Leeds to
me known and known by me tque the same person described in and who executed the foregoing
Assignment and acknowledged that (s)he executed the same of his (her) own free will for the purpose set
forth.

- ‘ %/ s gw&ez

™ Notary PUblic /
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I, the undersigned Civil Law Notary, Dr. Matthias Staehelin, hereby certify that the document
attached heretofore is a true and authentic photocopy of the original.

. FOR CERTIFIED COPY

BASEL (SWITZERLAND), this 8" (eight) day of August 2008 (twothousandandeight)

)
\\ L’/

4 M Oraebenl nyer

d | \ ’/ \ Dr.M. Staehelin

T\ TN Notar
/ , i
\ ' . 4

® |

Legq. Prot.//ézg/2008

APOSTILLE
(Hague Convention of Oviober 310, 1961)

1. Country: Switzerlagd(Schweizn/ Sutsse)
This official dg€yme) R
2

. is signed by ...&7 T CED e,

p—

3. in his/her function :1%..« ...................... o~
-:. 1 4. and ccrtiﬁcdé‘t.hc 56 LHE e

. in Basel (Bale)
- by the State Chancery of the Canton of Bascl-Stadt ........

. no. ?'0;6//1’7 'fod

. Seal /stamp: 10. Signature:
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N-FORMYL HYDROXYLAMINE COMPQUNDS

This Invention is directed to novel N-formyl hydroxylamine compounds, to the uses of these
compounds in various medicinal applicalions, including treating disorders amenable to
treatment by peptidyl deformylase Inhibitors such as treatment of bacterial infections, and to
pharmaceutical compositions comprising these compounds.

Treatment of microbial Infection in host organisms requires an effective means to kill the
microbe while doing as little harm to the host as possible. Accordingly, agents which target
characteristics unique to a pathology-causing microorganism are desirable for treatment,

Feptide deformylase is a metallopeptidase found in prokaryotic organisms such as bacteria.
Protein synthesis in prokaryotic organisms begins with N-formyl methionine (fMet). Afier
initiation of protein synthesis, the formyl group is removed by the enzyme peptide
deformylase (PDF); this activity is essential for maturation of proteins.

Metalioproteinases are critical to many aspects of normal metabolism. Disorders involving
metalloproteinases have been implicated in several dlseases such as cancer, arthritis, and
autoimmune diseases. Because of the importance of MMPs in normal physiological
processes, it would be preferable to develop agents that inhibit PDF while avolding
significant Inhibition of MMPs. Alternatively, PDF inhibitors which also inhibit MMPs may be
of use where the therapeutic benefits of inhibiting PDF outweigh the risk of side effects from
MMP inhibition.

Research on inhibitors of PDF is much less extensive than that for inhibitors of MMPs. N-
formyl hydroxylamine derivatives are described in International Patent Application WO
99/38704 and WQ 02/102790. In view of the importance of identifying new antiblotics to
treat bacteria resistant to existing antibiotics, it is desirable to develop novel inhibitors of POF
for evaluation and use as antibacterial and antimicrobial agents. The present Invention fulfills
this need,

In particutar, the present invention provides an N-formyl hydroxylamine derivatives referred
to herein collectively as "compounds of the invention"), a sait thereof or a prodrug thereof,

e.g. a compound of formuia (1);
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wherein R, is hydrogen, alkyl, heteroalky!, heterocycloalkyl, aryl or heteroary|.;
R, Is hydrogen, halogen, or alkoxy; and

R, is aryl, or heteroaryl; or

nisfto3

a salt thereof or a prodrug thersof.

in one aspect, R, is a hetercary! of formuta (11}

Ro A Rs
or ! . or
=N
Ree ~o
RQ

(1

wherein each of Rg, Ry, Ry and Ry independently is hydragen, alkyl, substituted alkyl, phenvt,

halogen, hydroxy or alkoxy,

e.g. wherein

a.} Re and Rg are hydrogen, Rq is hydrogen or alkyl and R; is alkyl, substituted alkyl or
phenyl;

b.} Re, Ry and Ry are hydrogen and Ry is halogen, alkyl or substituted alkyl

¢.) Ry, Rg and Ry are hydrogen and Rg is hydroxyl.

In a parlicularly useful aspect, the heteroaryl is of the formula (11.1)
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(.1
wherein Rg, R; and R, are as defined above for formula (i) and Ry is halogen, e.g. fluoro .

in yet another aspect, R4 is of formula (1.2}
R N R,
\
T X
NTORe 12)

wherein Rg, R; and R are as defined above for formula (i) above

In still another aspect, Ry is of formula (11.3 )

s (11.3)
wherein Rg, Ry and R, are as defined above for formula (I1)

in still another aspect, Rqis of formula (11.4 )

N~ (11.4)

wherein Rg, Ry and Rg are as defined above for formula (1)

in still another aspect, R4 is of formula (i1.5)
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o (I1.5)
wherein Rg, R; and R; are as defined abave for formula (i)

in another aspect, R4 is a heteroaryl of formula (lIl)

R'l
R
R X Ra xR Ra_ T R
| or ‘ or I
= =N - ~
R R, Reg Ry N7 TR, NT TR,
R5 RQ

d.) wherein R;, Ry, Rg and Ry are as defined above in formula (Il).

Unless otherwise stated, the following terms as used in the specification have the following

meaning.

The tenm “cycloalkane” or cycloalkyl” contains from 3- to 7-ring carbon atoms, and is,

preferably cyclopropyl, cyclobutyl, cyclopentyl, and cyclohexyl.

The term "aliphalic group” refers to saturated or unsaturated aliphatic groups, such as alkyl,
alkeny! or alkynyl, cycloalky! or substituted alkyl including straight-chain, branched-chain and
cyclic groups having from 1-10 carbons atoms. The term "alky!”" or "alk”, whenever it occurs,
is a saturated straight chain or branched aliphatic group of 1-10 carbon atoms or a cycloaliyl
of 3-10 carbon atoms, more preferably, alkyl groups are C,.Cralkyl, particulanly, C, C,alkyl.
Examples of "alkyl" or "alk" include, but are not limited to, methyl, ethyl, n-propyl, isopropyl,
n-butyl, isobutyl, sec-butyl, t-butyl, n-pentyl, neapentyl, n-hexyl ar n-heptyl, cyclopropyl and,

especially, n-butyl.

The term “substituted atkyl” refers to an alkyt group that is substituted with one or more
substitutents preferabiy 1 to 3 substitutents including, but not limited to substituents such as

halogen, lower alkoxy, hydroxy, mercapto, carboxy, cycloalkyl, aryl, heteroaryl, and the like.

-q-
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Examples of substituted alky! groups include, but are not limited to, -CFj, -CF;-CF,,
hydroxymethyl, 1- or 2-hydroxyethyl, methoxymethyl, 1- or 2-ethoxyethyl, carboxymethyl, 1-
or 2-carboxyethyl, and the like.

The term "aryl" or “"Ar” refers to an aromatic carbocyclic group of 6 to 14 carbon atoms
having a single ring (including, but not limited to, groups such as phenyl) or multiple
condensed rings (including, but not fimited to, groups such as naphthy! or anthryl), and is

especially phenyl.

The term “heteroaryl” or "HetAr" refers to a 4- to 7-membered, monocyclic aromatic
heterocycle or a bicycle that is composed of a 4- to 7-membered, monocyclic aromatic
heterocycle and a fused-on benzene ring. The heteroaryl has at least one hetero atom,
preferably at least two heteroatoms including, but not limited to, heteroatoms such as N, O
and S, within the ring. A preferred heteroaryl moiety is a 6 membered, monocyclic
heterocycle having 2, 3 or 4 nitrogen heteroatoms in the ring. Examples of heteteroaryl
groups are pyridinyl, pyrimidinyl, pyrazinyl, pyridazinyl, pyridazinyl N-oxide or
benzdioxolanyl, triazine or tetrazines.

The aryl or heteroaryl may be unsubstituted or substituted by one or more substituents
including, but not limited to C,.; alkyl, particularly C,.4 alky!l such as methyl, hydroxy, alkoxy,
acyl, acyloxy, SCN, cyano, nitro, thioalkoky. phenyl, heteroalkylaryl, alkylsulfonyl, halogen,

and formyl.

The term “heteroalkyl” refers to saturated or unsaturated C,; alkyl as defined above, and
especially Cy.4 hetercalkyl which contain one or more heteroatoms, as part of the main,
branched, or cyclic chains in the group. Heteroatoms may independently be selected from
the group consisting of -NR- where R is hydrogen or alkyl, -S-, -O-, and ~P-; preferably -NR-
where R is hydrogen or alkyl, and/or -O-. Heteroalkyl groups may be attached to the
remainder of the molecule either at a hetercatom (if a valence is available) or at a carbon
atom. Examples of heteroalky! groups include, but are not iimited to, groups such as -O-CHa,
-CH2-0-CHj,, -CHz-CH-O-CHa, -S-CH3-CH3-CHj, -CH2-CH{CH,;)-S-CH;, and ~CH,-CH,y-NH-
CH,-CHy-.

The heteroatkyl group may be unsubstituted or substituted with one or more substituents,
preferably one to three subsfituents, including bul not limited to, aiky!, halogen, alkoxy,

hydroxy!, mercapto, carboxy, and especially phenyl. The heteroatom(s) as well as the

-5.
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carbon atoms of the group may be substituted. The heteroatom(s) may also be in oxidlzed

form.

The termn “alkoxy” as used herein refers to a Cy .o alkyl linked to an oxygen atom, or
preferably Cq.; alkoxy, more preferably C,.4 alkoxy. Exampleé of alkoxy groups include, but

are not limited to, groups such as methoxy, ethoxy, n-butoxy, tert-butoxy, and altyloxy.

The term "halogen” or “halo” as used herein refer to chlorine, bromine, fluorine, lodine, and is

especially fluorine.

“Protecting group” refers to a chemical group that exhibits the following characteristics:
1) reacts selectively with the desired functionality in good yield to give a protected substrate
that is stable to the projected reactions for which protection is desired: 2) is selectively
removable from the protected substrate to yield the desired functionality; and 3) is removable
in good yield by reagents compatible with the other functional group(s) present or generated
in such projected reactions. Examples of suitable protecting groups may be found in Greene
el al.,, "Protective Groups in Organic Synthesis”, 2nd Ed., John Wiley & Sons, Inc., New York
(1991). Preferred amino protecting groups include, but are not limited to, benzyloxycarbony!
(CBz), t-butyl-oxycarbonyl (Boc), t-butyldimethylsilyl (TBDMS), 9-fluorenylmethyl-oxy-
carbonyl (Fmoc), or suitable photolabile protecting groups such as 6-nitroveratryloxy
carbony! {(Nvoc), nitropiperony!, pyrenylmethoxycarbonyl, nitrcbenzyl, dimethyl dimethoxy-
benzyl, 5-bromo-7-nitroindolinyl, and the like. Preferred hydroxy protecting groups include
Fmoc. TBDMS, photolabile protecting groups (such as nitroveratryl oxymethyl ether (Nvom)},
Mom (methoxy methy! ether), and Mem (methoxy ethoxy methy! ether). Particularly preferred
protecting groups include NPEOC (4-nitrophenethyloxycarbenyl) and NPEOM (4-
nitrophenethyloxy-methyloxycarbonyl).

it will be appreciated that the compounds of formula (I) may exist in the form of optical
isomers, racemates or diastereoisomers. For example, a compound of formula (1) wherein
R3 may be in the R- or S- configuration. It is to be understood that the present invention
embraces all enantiomers and their mixtures. Similar considerations apply in relation to

starting materials exhibiting asymetric carbon atoms as mentioned.

The compounds of the invention may exist in the form of solid crystalline salts.

Preferably the crystalline salts are metal salts, preferably of divalent metals, although for
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some compounds it is possible to form crystalline sclids by using monavalent counter ions,

such as Na. The counter ion is preferably Mg, Ca or Zn.

The compounds of the invenlion may typically be in the form of a hydrate or a mixed
solvate/hydrate. Typically, the crystalline sait of the invention contains about 2 to 8 waters of
hydration, more typically about 2 to 6 waters of hydration, and even more typically about 2 to
4 waters of hydration. Thus, the crystaliine salt of the invention typically comprises greater
than 2% water, more typically about 4 to about 12% water and even more typically about 8
to about 8% water. Sclvates may be of one or more organic solvents, such as lower alky!

alcohols, such as methanol, ethanol, isopropanol, butanol or mixtures thereof,

The compounds of the invention, e.g. the compounds of formula (1}, may exist in free form or
iﬁ salt form, e.g. in form of a pharmaceutically acceptable salt. A "pharmaceutically
acceptable salt” of a compound means a physiclogically and phammaceutically acceptable
sall that possesses the desired phammacological activity of the parent compound and does
not impart undesired toxicological effects. Such salts include:

(1) acid addition salts, formed with inorganic acids such as hydrochloric acid, hydrobromic

acid, sulfuric acid, nitric acid, phospheric acid, and the like; or formed with organic acids
such as acetic acid, propionic acid, hexanoic acid, cyclopentanepropionic acid, glycolic
acid, pyruvic acid, lactic acid, malonic acid, succinic acid, malic acid, maleic acid,
fumaric acid, tartaric acid, citric acid, benzoic acid, 3-(4-hydroxybenzoyl)benzoic acid,
cinnamic acid, mandelic acid, methanesulfonic acid, ethanesulfonic acid, 1,2-ethane-
disulfonic acid, 2-hydroxyethanesulfonic acid, henzenesulfonic acid, 4-chlorobenzene-
sulfonic acid, 2-napthalenesulfonic acid, 4-toluenesulfonic acid, camphorsulfonic acid, 3-
phenylpropionic acid, trimethylacetic acid, tertiary butylacetic acid, lauryt sulfuric acid,
gluconic acid, glutamic acid, hydroxynapthoic acid, salicylic acid, stearic acid, muconic
acid, and the like; or

(2) salts formed when an acidic proton present in the parent compound either is replaced by

a metal ion, e.g. an alkali metal ion, an alkaline earth ion, or an atuminum ion; or
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coordinates with an organic base such as ethanolamine, diethanolamine, triethanol-
amine, tromethamine, N-methylgiucamine, and the like.

A compound of the invention, e.g. the compounds of formula (1), may act as a pro-drug.
"Prodrug” means any campound which releases an active parent drug according to formula
(1} in vivo when such prodrug is administered to a mammalian subject. Prodrugs of a
compound of formula {!) are prepared by modifying functiona! groups present in the
compound of formula (l) in such a way that the modifications may be cleaved in vivo to
release the parent compound. Prodrugs include compounds of formula (1) wherein a
hydroxy, amino, or sulfhydryl group is bonded fo any group that may be cleaved in vivo to
regenerale the free hydroxyl, amino, or sulthydryl group, respectively. Examples of prodrugs
include, but are not limited to esters (e.g. acetate, formate, and benzoate derivatives},
carbamates (e.g. N, N-dimethylaminc-carbonyl) of hydroxy functional groups in compounds
of formula (1), and the itke.

In the compounds of formula (1), the following significances are preferred individually or in

any sub-combination: A

1. R4 is a hetercaryl of formula of (l1.1) wherein Rg, Ry and Rq are hydrogen and Rg is
fluoro, Re, R; and Rg are hydrogen and Ry is methyl or trifluoromethyl; or Rg, R; and Ry
are hydrogen and Ry is fluoro; or Rg, Rg and Ry are hydrogen and R; is ethyl or methoxy;
or Ry, Rg and Ry are hydrogen and Rs is hydroxy; or R; and R; are hydrogen, Rg is
methoxy and Ry is methyl; or R4 is a heteroaryt of formuta (I1.2) wherein R6, R7 and R8
are hydrogen, or R4 is a heteroaryl of formula (I1.3) wherein R6, R7 and R8 are
hydrogen, or R4 is a heteroaryt of formula (11.4) wherein R6, R7 and R8 are hydrogen or
R4 is a heteroaryl of formula (I1.5) wherein R6, R7 and R8 are hydrogen.

2. R1is alkyl, preferably n-butyl or cycloalkyl, preferably Cs.; cycloalkyl such as cyclohexyl,
cyclopropyl, or cyclopentyt

4. R3is halogen, preferably fluoro;

Utility

The compounds of the present invention can be used for the treatment or prevention
of infectious disorders caused by a variety of bacterial or prokaryotic organisms. Examples
include, but are not limited to, Gram positive and Gram negative aerobic and anaerobic
bacteria, including Staphylococci, e.9., S. aureus and S. epidermidis; Enterococci, e.g., E.

faecalis and E. faacium; Streptococci, e.g., 8. pneumoniae; Haemophilus, e.g., H. influenza,;

.-8-
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Moraxella, e.q., M. catarrhalis, and Escherichia, e.g., E. cofi. Other examples include
Mycobacteria, e.g., M. fuberculosis; intercellular microbes, e.g., Chlamydia and Rickeftsiae,
and Mycoplasma, e.g., M. pneumoniae; and Pseudomonas, e.g., P. aeruginosa, H. pylori,

and parasites, e.g., Plasmodium falciparum.

Compounds of the present invention preferably have substantial improvement in
microbiological efficacy against either Gram positive or Gram negative bacteria. Specifically,
the compounds of the present invention have significant improvement in their microbiological
spectrum of activity by having improved inhibition of Gram negative and/or Gram positive
bacteria such as H. influenza and S pneumonia. For example where, in one example, the
average comparative index (ACl) is greater than 3 dilution steps for the improved inhibition
of H. influenza and additionally shows an AC! of 0.4 dilution steps for the improved inhibition
of S. pneumonia . in another example, the ACI is 3 dilution steps for the improved inhibition
of 8. pneurmonia and additionally shows an AC| of 1.2 dilution steps for the improved

inhibition of H. influenza.

The compounds of the invention also preferably have improved safety, toxicity and
pharmmacokinetic properties, e.g. a decrease or elimination of potential adverse events in

human relative to prior arl compounds.

In one aspect, compositions, for treating or preventing infectious disorders are
provided, comprising a compound of the invention, a pharmaceutically acceptable salt
thereof or a prodrug thereof, as disclosed herein in combination with a pharmaceutically
acceptable carrier. In ancther embodiment, such compositions further include another

therapeutic agent.

In another aspect, there is provided a dosage amount of a compound of the
invention, a pharmaceutically acceptable salt thereof or a prodrug thereof, as disclosed
herein in an effective amount for the treatment, prevention or alleviation of a disorder, such
as an infectious disorder. These compounds or derivatives thereof can be screened for
activity against different microbial agents and appropriate dosages can be determined using

methods available in the art.

The compounds of the invention can be used to treat a subject to treat, prevent, or
reduce the severity of an infection, Subjects include animals, plants, blood products,

cultures and surfaces such as those of medical or research equipment, such as glass,

.9-
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needles, surgical equipment and tubing, and objects intended for temporary or permanent
implantation into an organism. Preferred animais inciude mammals, e.g., mice, rats, cats,
dogs, cows, sheep, pigs, horses, swine, primates, such as rhesus monkeys, chimpanzees,
gorillas, and most preferably humans. Treating a subject includes, but is not limited to,
preventing, reducing, or eliminating the clinical symptoms caused by an infection of a subject
by a microorganism; preventing, reducing, or eliminating an infection of a subject by a
microorganism, or preventing, reducing, or eliminating contamination of a subject by a
microorganism. The microorganism involved is preferably a prokaryote, more preferably a
bacterium,

In one aspect, methods of treating or preventing an infectious disorder in a subject,
such as a human or other animal subject, that are responsive to inhibition of peptidy!
deformylase are provided, by administering to the subject an effective peptidyl deformylase
inhibiting amount of a compound of the invention, a pharmaceutically acceptabie salt thereof
or a prodrug thereof. In ane embcdiment, the compound or its derivative is administered in a
pharmaéeutically acceptable form optionally in a pharmaceutically acceptable carrier. The
compound of the invention, pharmaceutically acceptable salt thereof or prodrug thereof, can
be administered alone or in combination with another therapeutic agent. Examples of such
therapeutic agents include, but are not limited to, -lactam, quinolone, macrolide,
glycopeptide and oxazolidinone. As used herain, an "Infectious disorder” is any disorder
characterized by the presence of a microbial infection, such as the presence of bacterna.
Such infectious disorders include, for example, central nervous system infections, external
ear infections, infections of the middle ear, such as acute otitis media, infections of the
cranial sinuses, eye infections, infections of the oral cavity, such as infections of the teeth,
gums and mucosa, upper respiratory tract infections, lower respiratory tract infections,
genitourinary infections, gastrointestinal infections, gynecological infections, septicemia,
bone and joint infections, skin and skin structure infections, bacterial endocarditis, burns,
antibacterial prophyiaxis of surgery, antibacterial prophylaxis in immunosuppressed patients,
such as patients receiving cancer chemotherapy, or organ transplant patients and chronic
diseases caused by infectious organisms, e.g., arteriosclerosis. The compounds and
compositions comprising the compounds can be administered by routes such as topically,
lacally or systemically. Systemic application includes any method of introducing the
compound into the tissues of the body, 8.g., intrathecal, epidural, intramuscular, transdermal,

intravenous, intraperitoneal, subcutaneous, sublingual, nasal, vaginal, rectal, and oral

-10 -
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administration. The specific dosage of antimicrobial to be administered, as well as the

duration of treatment, can be adjusted as needed.

In another aspect of the present invention, methods are provided for inhibiting
peptidyl deformylase. In one embodiment, the method comprises administering to a subject
in need thereof an effective peptidyl deformylase inhibiting amount of a compound of formula
(1), a pharmaceutically acceptable salt thereof or a prodrug thereof. The terms "subject” and

“effective peptidyl deformylase inhibiting amount” are as defined above.

In yet another aspect of the invention, there is also provided the use of a compound
of the formula (1) as defined above, a phammaceutically acceptable salt thereof or a prodrug
thereof in the preparation of a medicament for use in the treatment of diseases mediated by

peptidyl deformylase.

Adminlistration and Pharmaceutical Composition

The present invention also provides pharmaceutical compositions which comprise a
bioactive N-formyl hydroxylamine compound, a pharmaceutically acceptable salt thereof, or
a prodrug thereof and a pharmaceutically acceptable carrier. The compositions of the
invention include those in a form adapted for oral, topical or parenteral use and can be used
for the treatment of bacterial infection in a subject such as animals, preferably, mammals,
more preferably, humans. The phamaceutical compositions can further include another
therapeutic agent as described below.

The antibiotic compounds, also referred to herein as antimicrobial compounds,
according to the invention can be formulated for administration in any convenient way for
use in human or veterinary medicine, by analogy with other antibiotics. Such methods are
known in the art {see, e.g., Remington's Pharmaceutical Sciences, Easton, PA: Mack
Publishing Co.}) and are not described in detail herein.

The composition can be formulated for administration by any route known in the ar,
such as subdermal, inhalation, oral, topical or parenteral. The compositions can be in any
form known in the art, including but not limited to tablets, capsules, wafers, fast melts
(without wafers), powders, granules, lozenges, creams or liquid preparations, such as oral or
sterile parenteral solutions or suspensions. The compounds can also be administered in

liposomal, micellar or microemuision formulations. The compounds can also be
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administered as prodrugs, where the prodrug administered undergoes biotransformation in

the treated mammal to a form which is biologically active.

The topical formulations of the present invention can be presented as, for instance,
ointments, creams or lotions, solutions, salves, emulsions, plasters, eye ointments and eye
or ear drops, impregnated dressings, transdermal patches, sprays and aerosols, and can
contain appropriate conventional additives such as preservatives, solvents to assist drug

penetration and emollients in cintments and creams.

The formulations can also contain compatible conventional carriers, such as cream
or ointment bases and ethano! or aleyl alcohol for lotions. Such carriers can be present, for
example, from about 1% up to about 89% of the formulation. For example, they can form up

to about 80% of the formulation.

Tablets and capsuies for ora! administration can be in unit dose presentation form,
and can contain conventional excipients such as binding agents, for example, syrup, acacia,
gelatin, sorbitol, tragacanth, ar polyvinylpyroflidone; fillers, for example, actose, sugar,
maize-starch, calcium phosphate, sorbitol or glycine; tabletting lubricants, for example,
magnesium stearate, talc, polyethylene glycol or silica; disintegrants, for example, potato
starch; or acceptable wetling agents, such as sodium laury! sulphate. The tablets can be
coated according to methods well-known in standard pharmaceutical practice.

Oral liquid preparations can be in the form of, for example, aqueous or ofly
suspensions, solutions, emulsions, syrups or elixirs, or can be presented as a dry product for
reconstitution with water or another suitable vehicle before use. Such liquid preparations
can contain conventional additives, such as suspending agents, for example, sorbitol, methyl
cellulose, glucose syrup, gelatin, hydroxyethyl celiulose, carboxymethyl cellulose, aluminium
stearate gel or hydrogenated edible fats; emulsifying agents, for example, lecithin, sorbitan
mongooleate, or acacia; non-aqueous vehicles {which can include edible oils), for example,
almond ofl, oily esters such as glycerine, propylene glycol, or ethyl alcohol; preservatives, for
example, methy! or propy! p-hydroxybenzoate or sorbic acid, and, if desired, conventional

flavoring or coloring agents.
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For parenteral administration, fluid unit dosage forms are prepared utilizing the
compound and a sterile vehicle, water being preferred. The compound, depending on the
vehicle and concentration used, can be either suspended or dissolved in the vehicle or other
suitable solvent. In preparing solutions, the compound can be dissolved in water for
injection and filter sterilized before filling into a suitable vial or ampule and sealing.
Advantageously, agents such as a local anesthetic preservative and buffering agents can be
dissolved in the vehicle. To enhance the stability, the compaosition can be frozen éfter filling
into the vial and the water removed under vacuum. The dry lyophilized powder is then
seated in the vial and an accompanying vial of water for injection can be supplied to
reconstitute the liquid prior to use. Parenteral suspensions are prepared in substantially the
same manner except that the compound is suspended in the vehicle instead of being
dissolved and sterilization cannot be accomplished by filtration. The compound can be
sterilized by exposure to ethylene axide before suspending in the sterile vehicle.
Advantageously, a surfactant or wetting agent is included in the composition to facilitate

uniform distribution of the compound.

The compositions can contain, for example, from about 0.1% by weight to about 99%
by weight, e.g., from about 10-60% by weight, of the active material, depending on the
method of administration. Where the compositions comprise dosage units, each unit will
contain, for example, from about 1-1000 mg of the active ingredient. The dosage as
employed for adult human treatment will range, for example, from about 1-3000 mg per day,
for instance 1500 mg per day depending on the route and frequency of administration. Such
a dosage corresponds to about 0.015-50 my/kg per day. Suitably the dosage is, for
example, from about 5-20 mg/kg per day.

Representative pharmaceutical formulations containing a compound of formuta (1)

are described below.

The present invention also provides a process for preparing a compound of the invention,

e.g. a compound of formuia (1) which process comprises reacting 2 compound of formula (V)

o H
ﬁ/ R1  R2
L /N\/\/\WOH
O
© (V)
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wherein R, and R, are as defined above and Y is a hydroxy protecting group, or a functional

derivative thereof, with a compound of formuta (V1)

\\RS
V1)
HN.__(CH,) (
T
o) N’R“
H

wherein R; and R, are as defined above, and n is equal to 1, and where required, converting

the resulting compounds obtained in free form into salt forms or vice versa.

Functiona! derivatives of compounds of formula (V) include e.g. acid chloride, acid anhydride

or an activated ester.

Above reactions may be carried out according to methods known In the art or as disclosed in
the Examples below. The reaction may convenlently be carried out in the presence of a base
and then followed by hydrogenation, prefereably in the presence of a hydrogenation catalyst.
Suitable bases include e.g. Hunig base (i.e. diilsopropylethylamine} and inorganic bases
such as sodium bicarbonate. The hydrogenation calalyst, preferably a palladium catalyst,
e.g. palladium on carbon or pafladium black, may then be added to the resulting product,
e.g. after concentration and stirred under a hydrogen atmosphere e.g. for about 16 to about
24 hours. The palladium catalyst may be added preferably from about 5 mol% to about 10

mol% of the concentrated product.

Compounds of formula (V), used as starting materials, may be prepared e.g. by reacting a
compound of formula (VHI)

CH o)
0
Y R1 R2 YO
N\) Vi)

N
Y\O

e
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wherein Ry, Ry, and Y are as defined above, e.g. under mild basic conditions e.g. as knawn
in the art. Typically, this reaction may be carried out by dissolving the compound of formula
(Vil) e.g. in a mixture of an inert sofvent, such as THF, DMF, toluene, dioxane or CHCl,
and waler, and adding hydrogen peroxide and then an aqueous sclution of the base in water
to the cooled mixture. Examples of base include, e.g. sodium bicarbonate, lithium hydroxide,
sodium hydroxide and the like. The base may be used preferably at from about 1.1 to about
1.5 equivalents to the compound of formula (VII).

Compounds of formula (VIl) may be produced e.g. by reacting a compound of formuta (vilh
wherein R,, R,, and Y are as defined above, with formic acid as known in the art. The
reaction may typically be carried out, e.g. at 0°C, by adding a solution of acetic anhydride in
formic acid to a solution of a compound of formula (VINl} in formic acid.

0 o

Rl R2 Yo R1 R2 YO
H H
/N\/ N\) /N N\)

Y\O _= Y\O ::
o E o EY

o (1X)

o R R
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Compounds of formuia (Vilfy may be prepared e.g. by reacting a compound of farmula (IX)
wherein Ry, R, and Y are as defined above, with a solution of p-toluenesulfonic acid in an
inert organic solvent, and a solution of Na;CQj3, e.g. 1M, as known in the art.

Compounds of formula (IX) may be prepared e.g. by reacting a compound of formula (X)
wherein R, is as defined above, with a hydroxy protected compound of formula (XI) wherein
Y is aryl, alkyl, aralkyl or silyl, as known in the art.

The compound of formula {X} may be produced e.g. by reacting a compound of formula (Xil)

with pivaloyl chloride, wherein R, is as defined above, as known in the art.

Insofar as the production of starting materials is not particularly described, the compounds
are known or may be prepared analogously to methods known in the art or as disclosed in
the examples herainafter.

All patents, patent applications and publications cited in this application are heraby
incomporated by reference in their entirety for all purposes to the same extent as if each
individual patent, patent application or publication were so individually denoted.

The following abbreviations are used:

AcOH, HOAc = acetlc acid

Ac,0 = acelic anhydride

BOC, Boc = t-butyloxycarbonyl

DCM = dichloromethane

DIEA = diisopropylethylamine

DMF = dimethylformamide

DMSQO = dimethyisulfoxide

Et = athyl

EtOAc = ethy! acetate

Froc, FMOC = 9-flucrenylmethyloxycarbony!
HATU = O-(7-aza-benzotriazol-1-y)-N,N N’ N'tetramethyluronium hexafluorophosphate
MCPBA = meta-chioroperoxy-benzoic acid
Me = methyl

MeOH = methanol

-16 -
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MMP = matrix metalloprofeinase

NVOM = nitroveratryloxymethy! ether
p-TSA = p-toluenesulfonic acid

RT = room temperature

TFA = trifluorcacetic acid
tBu = t-butyl

THF = tetrahydrofuran
THP = 2-tetrahydropyranyl

TsOH or p-TSA = toluenesuifonic acid

GENERAL SYNTHETIC SCHEME

Compounds of this Invention can be made by the methods depicted in the reaction

schemes shown below,

The starting materials and reagents used In preparing these compounds are either
available from commercial suppliers such as Aldrich Chemicai Co., (Milwaukee, Wisconsin,
USA), Bachem (Torrance, California, USA), Emka-Chemie, or Sigma (St. Louts, Missouri,
USA) or are prepared by methods known to those skilled in the art following procedures set
forth in references such as Fieser and Fieser's Reagents for Organic Synthesis,

Volumes 1-15 (John Wiley-and Sons, 1991); Rodd's Chemistry of Carbon Compounds,
Volumes 1-5 and Supplementals {Elsevier Science Pubiishers, 1989), Organic Reactions,
Volumes 1-40 (John Wiley and Sons, 1991), March's Advanced Organic Chemistry, (John
Wiley and Sons, 4th Edition), and Larock's Comprehensive Organic Transformations (VCH
Publishers Inc., 1989). These schemes are merely illustrative of some methads by which
the compounds of this invention can be synthesized, and various modifications to these
schemes can be made and will be suggested to one skilled in the art having referred to this

disclosure.

The starting materials and the intermediates of the reaction may be isolated and
purified if desired using conventional techniques, including but not limited to filtration,
distillation, crystallization, chromatography, and the like. Such materials may be

characterized using conventional means, including physical constants and spectral data.
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Preparation of Compounds of Formula {|

Compounds of formula (1) can be prepared by methods well known in the art of
organic chemistry. Representative synthetic procedures for preparing compounds of the
present invention are illustrated and described in detail below. For example, compounds of

formula (1) can be prepared as described in Schemes A-B below.

General Procedure A:_Synthesis of 1-(2(R)-[{formylhydroxyamino}-methyi]-alkanoyl}-
pyrrolidine-2(S)-carboxylic acid amide
1)%(0!

Hy
R\-COM CH0, Piperidine  R__COM 785t - r & @’UN
Sh2d, penc —_—— \}3 i
CoM  EOW 80°C T 2 8 gec )\n,N.

u* NP

s S - 2 0

Q o)
H R 379 1) p-TSA/EtOAC H R -
B0’ “:) N pTSAROS Bro N~ N HCOH
b 2) 1M NaCO3 il Ac20
A-4 \© A5 \©
%
HN (n)

/HATU

o OI!QH-R1
O:z:a N uon OJIN\X(OH = g H ﬁfj\rr"f—‘(x"))
BrG \)\g - BnO" I 2) Hy, PAIG ‘rof 0 I
\@ o~ "NH-R¢
A-7

A-S

R
A-B
X=CH,,
n=0,1,2
Step 1: 2-n-buty! acrylic acid (A-2)

To a solution of alkyl malonic acid A-1 (R = n-buty! (107.4 mmol) in ethanot (200 mL)
is added piperidine (12.7 mL, 128.8 mmel, 1.2 equiv.) and 37% aqueous formaldehyde (40.0
mL, 536.8 mmot, 5 equiv.). The solution is heated to 80 °C during which time a precipitate
appears, and then gradually redissolves over 1 hour. The reaction mixiure is stirred at 80 °C
overnight then cooled to room temperature (rf). The solvents are removed under reduced
pressure, and the residue is dissolved in ethyl acetate, washed successively with 1 M HCI
and brine, dried over anhyd Na,S0,, and fitered. The filirate is concentrated to give the title

compound A-2 as a clear oil.

-18-
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Step 2: 4-benzyl-3-(2-butyl-acryloyi)-oxazolidin-2-one (A-3)

2-n-Butyl acryiic acid (3.90 g, 77.2 mmol, and 1 equiv.) is dissolved in dry THF (260
mL) and cooled to ~78°C under a blanket of nitrogen. Hunig's base {17.5mL, 100.4 mmaol,
1.3 equiv.) and pivaloy! chloride (8.5 mL, 77,2 mmaol, 1 equiv.) are added at such a rate that
the temperature remained below -60°C. The mixture is stirred at -78°C for 30 minules,

warmed to A for 2 hours, and finally cooled back to -78°C.

In a separate flask, (S)-(-)-4-benzyl-2-oxazolidinone (13.48 g, 77.24 mmoel) is
dissolved in dry THF (150 mL) and cooled tc -78°C under a blanket of nitrogen.
n-Butyllithium (2.5 M solution in hexanes, 30.9 mL, 77.2 mmol, 1 equiv.) is added slowly at -
78°C, and the mixture is stirred for 30 minutes at i. The resulting anion is slowly transferred
via a cannula into the original reaction vessel. The mixture is allowed to warm to rt and is
stirred overnight at rt. The reaction is quenched with 1 M KHCOj3, and the solvents are
removed under reduced pressure. The residue Is partitioned between ethyl acetate and
water. The organic layer is washed with brine, dried over anhydrous Na;SOy, filtered, and
concentrated to give a yeilow oil which is purified by flash chromatography (hexane:ethyl
acetate = 4:1) to yield the titie compound A-3 as a white solid (15.0 g, 52.2 mmol, 68%).

Step 3: 4-benzyi-3-[2-{benzyloxyamino-methyl)-hexanoyll-oxazolidin-2-one

{p-toluenesulfonic acid salt)

Compound A-3 (8.25 g, 28.7 mmol) is mixed with O-benzylhydroxylamine (7.07 g,
57.4 mmol, 2 equiv.) and stirred for 40 hours at rt under nitrogen. The mixture is dissolved in
ethyl acetate and p-toluenesulfonic acid (21.84 g, 114.8 mmol, and 4 equiv.}Is added to
precipltate excess O-benzylhydroxylamine as a white solid, The white solid is filtered off,
and the filtrate is concentrated to give a crude yellow oil (HPLC analysis indicated a small
trace of starting material). Charging the crude yellow oil with excess diethyl ether and
cooling to 0°C for 30 minutes gives a solid which is collected by fiitration and dried in vacuo

to afford the title compound as a white crystalline solid (single diastereomer).

Step 4: 4-benzyl-3-[2-{benzyloxyamino-methyl)-hexanoyl]-oxazolidin-2-one (A-5)

To a solution of p-TSA salt (22.9 g, 39 3 mmol) dissolved in ethyi acetate (400 mL}, was
added 1 M Na,CO4 {200 mL, 5 equiv.) and stirred at it for 30 minutes. The layers were
separated, and the agueous layer extracted with ethyl acetate. The combined organic layers
were dried over anhyd Na,S0,, filtered, and concentrated to give the title compound as a

pale opaque oil (15.8 g, 38.6 mmal, 98%).
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Step 5: N-[2-(4-benzyt-2-oxo-oxazolidine-3-carbonyl)-hexyl]-N-benzyloxy-formamide
(A-6) '

-A solution of compound A-5 (5.38 g, 13.1 mmol, 1 equiv.) in formic acid (7.4 mi,
196.6 mmot, 15 equiv.) is cooled to 0°C under a blanket of nitrogen. In a separate flask,
formic acid (7.4 mL, 196.6 mmol, 15 equiv.) is cooled to 0°C under a blanket of nitrogen, and
acetic anhydride (2.47 mL, 26.2 mmol, 2 equiv.) is added dropwise. The solution is stirred at
0°C for 15 minutes. The resulting mixed anhydride is slowly transferred via syringe into the
original reaction vessel. The mixture is stirred at 0°C for 1 hour, then at rt for 3 hours. The
mixture is concentrated, taken up in dichloromethane, and washed successively with
saturated NaHCO, and brine. The organic layer is dried over anhydrous Na,SQ, filtered,
and concentrated to give an opague oil which is purified by flash chromatography
(hexane:ethyl acetate = 2:1 then dichloromethane:acetone = 9:1) to yield the title compound

as a colorless oit.
Step 6: 2-[{benzyloxy-formyl-amino}-methyl]-hexanoic acid (A-7)

Compound A-6 (0.163 g, 0.372 mmol, 1 equiv.) is dissolved in THF (4.5 mL) and
water (1.5 mL) and cooled to 0°C. Hydrogen peroxide (30% in water, 228 yi., 2.23 mmol,
6 equiv.) is added dropwise followed by the slow addition of a solution of lithium hydroxide
(0.019 g, 0.446 mmol, 1.2 equiv.) in water (350 pl). The resulting mixture is stirred at 0°C
for 1.5 hours. The basic reaction mixture Is quenched with Amberlite IR-120 resin (H") to pH
4-5 at 0°C. The resin is filtered off and rinsed with ethy! acetate. The mixture is
concentrated to remave THE, and then taken up in ethyl acetate. The aqueous layer is
separated, and the arganic layer dried over anhydrous Na,SQO,, filtered, and concentrated to
give an opaque oif which was purified by flash chromatagraphy (dichloromethane: acetone =
41 then acetone: methanol = 99:1) to yield the fitie compound A-7 as a colorless oil.

Step 7: 1-{2-((benzyloxy-formyl-amino)-methyl]-hexanoyl}-pyrrolidine-2-carboxylic

acid amide

To a solution of compound A-7 (0.190 g, 0.680 mmcl, 1 equiv.) in dry dioxane {4 mL)
at it under nitrogen is added successively Hunig's base (391 plL, 2.24 mmol, 3.3 equiv.},
amine A-8 (0.748 mmol, 1.1 equiv.) and HATU (0.284 g, 0.748 mmotl, 1.1 equiv.}). The
resulling mixture is stirred at it for 22 hours. The mixture is partitioned between ethyl
acetate and 10% citric acid. The organic layer Is washed with brine and salurated NaHCQO;,

dried over anhydrous Na,SQy, filtered, and concentrated. The residue is purified by flash
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chromatography (dichloromethane:acetone = 3:1) to give the title compound as a colorless

oil.

Step 2: 1{2-{{formyl-hydroxy-amino)-methyl]-hexanoyl}-pyrrofidine-2-carboxylic acid
amide {A-9)

Pd-C (0.059 g, 0.1 equiv.} is added to a solution of above compound (0.550 mmol,
1 equiv.) in a 1:1 ethyl acetate/ethanof solution (12 mL) under a blanket of nitrogen. The
mixture is stirred under hydrogen atmosphere for 36 hours. The catalyst is removed by
filtration through a pad of Celite. The filtrate is concentrated, and the residue was purified by
preparative TLC (dichloromethane:acetone = 2:1) to give the title compound as an
amorphous solid (0.121 g, 0.334 mmoi, 61%).

General Procedure B: Synthesis of 1-{2(R)-[(formylhydroxyamino)-methyl]-alkanoyl}-

pyrrolidine-2(8)-carboxylate ester

X
HN.__(n)
1) I | HATU
o’ ,OR4
S S & W
‘N e (m
BnO X 2) Hp, Pd/C 0 0 o
0~ O-R4
A-7 A-11

X = CHj, -§-, -CH(OH)-, \CH(QOR)-, -CF2-, or -CH(F)-.n=010 3

Step 1: 1—{2-[(benzyloxy-formyl-amino)-methyl]-hexanoyl}-pyrrolidine-2-carboxylic
acid ester

To a solution of compound A-7 {0.680 mmol, 1 equiv.) in dry dioxane (4 mL) at 1t
under nitrogen is added successively Hunig's base (391 L, 2.24 mmol, 3.3 equiv.), amine
A-10 {0.748 mmol, 1.1 equiv.) and HATU (0.284 g, 0.748 mmol, 1.1 equiv.). Usual work-up

and purification provides the titte compound.

-2



WO 2007/106670 PCT/US2007/063167

Step 2: 1{2-[{formyl-hydroxy-amino)-methyl]-hexanoyl}-pyrrolidine-2-carboxylic acid
ester (A-11)

Pd-C (0.059 g, 0.1 equiv.) is added tc a solution of above compound (0.550 mmol} in
a 1:1 ethyl acetate/ethano! solution (12 mL) under a blanket of nitr"ogen. The mixture is
stirred under hydrogen atmosphere for 36 hours. The catalystis removed by filtration
through a pad of Celite. The filtrate is concentrated, and the residue is purified by
preparative TLC (dichloromethane.acetone = 2:1) fo give the title compound.

General Procedure C: Preparation of pyrrolidine-2-S-carboxylic acid pyridin-2-
ylamide (A-8) (X = CH;, n = 1, Ry= 2-pyridyl)

Step 1: 2-S-(pyridin-2-ylcarbamoyl}-pyrrolidine-1-carboxylic acid banzyl ester

A-12

A solution of Z-prochioride (5.0 g, 18.7 mmol, 1 equiv.) in pyridine (40 mL) is cooled
to 0°C under a blanket of nitrogen. 2-aminopyridine (5.27 g, 56.0 mmol, 3 equiv.) in pyridine
{10 mL) is added dropwise. The resulting mixture is stirred at rt for 4 hours, then
concentrated. The residual oif is dissolved in ethyl acetate and washed successively with
water, 10% citric acid, saturated NaHCQ,, and brine. The organic layer is dried over
anhydrous Na,S0,, fitered, and concentrated to give the title compound (4.21 g, 13.0 mmol,

69%) as an opaque solid.

Step 2: Pyrrolidine-2-S-carboxylic acid (pyridin-2-yl} amide hydrobromic acid salt

HBr HN 2 \
SN
g K

A-13

A solution of above compound (4.21 g, 13.0 mmol, 1 equiv.) in acetic acid (65 mL) at
rtis treated with HBr (5.7 M, 33% in acetic acid, 110 mL, 649 mmol, 50 equiv.}, and the

mixture is stirred at rt for 2 hours. Charging the reaction mixture with excess dlethyl ether
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and cooling to 0°C for 30 minules gives a solid which is collected by filtration and dried in

vacuo to afford the title compound as a brownish powder.

General Procedure D 4-R-hydroxy-pyrrolidine-2-S-carboxylic acid (5-methyl-pyridine-
2-yl)-amide

oH
N
s
0 o u‘Q_
A-14

The coupling of O-tert butyl protected pratine {1 mmal) with 5-picoline (1.5 mmol) in
DMF (5 mL) under HATU (1.3 mmol) and N,N-diisopropylethyl amine (5 mmol) condition
followed by removal of O-tert butyl with TFA-dichloroethane (1:1) provides the title

compound in 85% yield.

General Procedure E: 4-S-fluoro-pyrrolidine-2-S-carboxylic acid (5-methyl-pyridine-2-
yl)-amide

HN 7 \
—
o” N
A-15

The ahove hydroxy compound (2 mmot) in methylenechioride (20 mL) is treated with
N'N-diethylaming sulphur triflucride (DAST; 4 mmol) at -70°C. Then, reaction mixture is
allowed to stir at rt for 16 hours and washed with cold aq. sodium bicarbonate solution, dried
and concentrated under reduced pressure.. It is purified on silica gel column
chromatography to give N-protected derivative which on treatment with HBr-AcOH provides

an amino compound

General Procedure F: 4-S-hydroxy-pyrrolidine-1,2-dicarboxylic acid 1-tert-butyl ester-
2-methyl ester
CH
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A-16

To a solution of trans-4-hydroxy compound (tmmol} , triphenyl phosphine (1.5 mmol} and
benzoic acid (1.5 mmol) in THF (10 mL) is added N,N-diisopropyl-azo dicarboxylate

(1.5 mmol) in THF (5 mL) dropwise at 0°C. it is allowed to stir at 1t for 16 hours. The solvent
is removed under reduced pressure and residue is dissolved in ether. Itis ice cooted to
precipitate phosphine oxide which is removed by filtration and filtrate is concentrated under
reduced pressure. The crude material is treated with methanolic sodium methoxide for 2

hours at 0°C to give title cis-hydroxy compound.

General Procedure G: 4-R-fluoro-pyrrolidine-2-S-carboxylic acid {5-methyl-pyridine-2-
yl)-amide

F
HN 7 |
S
o
A1T

The fluorination of the above cis-hydroxy provides the trans-4-fluoro derivative which
on saponification gives the corresponding acid. The amine is prepared from 4-R-fluoro-
pyrrolidine-1-carboxylic acid tert-butyl ester and 5-methyl-pyridin-2-ylamine under HATU
condition to give proline amide derivative which on treatment with 4 M HClin dioxane
provides the desired amine.

Example 1: 1-[2-Cyclopentylmethy|-3-{formyl-hydroxy-amino)-propionyl]-pyreelidine-
2-carboxylic acid (5-fluoro-1-oxy-pyridin-2-yl)-amide

OYH
N N F
Ho =
o) ~ .
07 N
H |
A-18
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The title compound is prepared according to General Procedure A from 3-
benzyloxy-formyl-amino)-2-cyclopentylmethyl-propionic acid A-7 (R =
cyclopentyimethyl) and pyrrolidine-2-carboxylic acid pyridin-2-ylamide A-8 (X = CHa, n= 1,
Ry =5-Fluoro 2-pyridyl).

2-Cyclopentylmethyl-3-[formyl-(tetrahydro-pyran-2-yloxy)-amino]-propionic acid
Is prepared from cyclopentylmethyl malonic acid as described below.

Bromomethyl-cyclopentane

Br A-18a
A solution of cyclopentane methanol (48.5 g, 484 mmal}, Et;N (88.0 mi, 631 mmol), and
anhydrous THF (1 L) is cooled to 4°C, and stirred under nitrogen. Methanesulfonyl chloride
{45.0 mL., 581 mmol}) is slowly added lo the stirring solution, while maintaining 10°C. The
mixture is stirred for an additional hour at 10°C, and LiBr (300.0 g, 3454 mmol) is slowly
added (exothermic). The reaction mixture is stirred for an additional 16 hours at room
temperature. Water is added to dissolve the salt, and the mixture is extracted with Et;O.
The Et,O layers are combined, dried over Na,SO,, and Is carefully concentrated (25°C at
100 torr). The crude product is purified by vacuum distillation (35°C at 1 tom, the desired
compound is the first fraction to be collected). This gives bromomethyl-cyclopentane
(31.4g, 40% yield) as a colorless oil.

2-Cyclopentylmethyl-maionic acid

HO H
0 O A8
A solution of diethyl malonate (36.91 g, 230.4 mmol), anhydrous methanol (400 mL), and
NaOMe {25% in methanol, 49.79 g, 230.4 mmol) is stirred at reflux for one hour under

nitrogen. Bromomethyl-cyclopentane {31.31 g, 182.0 mmol} is added to the mixture, and
stirred for an additional 3 hours. A solution of NaOH (23.04 g, 576.0 mmol) in water (400
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mL) is added, and the mixture is stired for an additional 1 hour at reflux. The mixture is
cooled, diluted with water, and extracted with ether. The ether layer is discarded, and the
aqueous layer is acidified with 1N HCl to pH=1. The aqueous layer is extracted with EtOAc.
The EtOAc layers are combined, dried over Na,SOy,, and concentrated. This gives 2-

cyclopentyimethyl-malonic acid (21.0 g, 59% yield) as a white solid.

2-Cyclopentylmethyl-acrylic acid

H

o A-18c

A mixture of 2-cyclopentylmethyl-malonic acid (24.90 g, 133.7 mmoi), piperdine (15.9 mL,
160.8 mmol), 37% ‘aqueous formaldehyde (51.0 mL, 647.2 mmol), and EtOH (250 mL) is
stirred at reflux for 16 hours. The reaction is quenched with 1N HCi to a pH=1, and the
mixture is extracied with EtOAc. The EtOAc layers are combined, dried over Na,SQ,, and
concenirated. The crude product is purified by flash chromatography (SiO;, 10% acetone in
DCM), which gives 2-cyclopentyimethyl-acrylic acid (17.65g, 86% yield} as an oil.

4-Benzyl-3-(2-cyclopentylmethyl-acryloyl)-oxazolidin-2-one

he

N 4
A-18d

2-Cyclopentylmethyl-acrylic acid (17.85 g, 114.5 mmol) is dissolved in anhydrous THF (200
mL) and cooled to -78°C under nitrogen. N,N-Diisopropylethytamine (25.9 mL, 148.7 mmol)
and trimethylacetyl chloride (14.1 mL, 114.5 mmol) are added consecutively at such a rate

that the temperature remained below -60°C and that gas evolution is controlled. The mixture
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is stirred at -78°C for 30 minutes, stired at room temperature for 2 hours, and cooled back
down to -78°C.

In a separate flask, (S)k(-)-4-benzyl-2-oxazolidinone (20.30 g, 114.6 mmole} is
dissolved in anhydrous THF (400 mL) and cooled to -78°C under nilrogen. Buli(2.5M, 45.8
ml., 114.5 mmole)is slowly added at -78°C, and the mixture is stirred for 30 minutes at room
temperture. The resulting anion is slowly transferred via a cannula into the original reaction
vessel. The mixture is allowed to warm lo room temperature, and is stirred overnight at
room temperature {16 hours). The reaction mixture is quenched with 1M KHCO,, and is
extracted with EtOAc. The organic layers are combined, washed with brine, dried over
Na,S0,, and concentrated to give a yellow oil. The crude product is purified by flash
chromatagraphy (Si02, 20% EtOAc in hexane} to give 4-benzyl-3-(2-cyclopentyimethyl-
acryloyl)-oxazolidin-2-one (22.9 g, 64%) of as an oil.

4-Benzyl-3-[2-cyclopentylmethyl-3-(tetrahydro-pyran-2-yloxyamino)-propionyl]-

aadx

4-Benzyl-3-(2-cyclopentylmethyl-acryloyl)-oxazolidin-2-one {22.90 g, 73.1 mmol) and O-

oxazolidin-2-one

A-18e

(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl}-hydroxylamine (34.24 g, 292.3 mmol) is combined at stirred at
45°C for 48 hours under nitrogen. The crude product is purified by flash chromatography
(8104, 0 T130% EtOAc in hexane), which gives 4-benzyl-3-[2-cyclopentylmethyl-3-

{tetrahydro-pyran-2-yloxyamino)-propionytj-oxazotidin-2-one (21.65g, 69%yield) as an oil.

N-[3-(4-Benzyl-2-0x0-oxazolidin-3-yl)-2-cyclopentylmethyl-3-oxo-propyl]-N-
(tetrahydropyran-2-yloxy)-formamide
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SSBEy,
’ ©A-18f

A mixture of formic acid (45.0 mL, 1193 mmol) and acetic achydride (90.0 mL, 9562 mmol) is
stirred at 50°C for one hour under nitrogen. A second flask is charged with 4-benzyl-3-[2-
cyclopentyimethyl-3-(tetrahydro-pyran-2-yloxyamino)-propionylj-oxazolidin-2-one (21.62g,
50.2 mmol), EtN {(170.0 mb, 1220 mmol), and anhydrous DCM (450 mL). This second
mixture is cooled to 4°C under nitrogen, and the mixed acid solution is slowly added to the
second flask, while maintaining 10°C. The combined mixture is stirred for 30 minutes at
10°C, quenched with saturated, washed with agueous NaHCO; solution, and extracted with
DCM. The DCM layers are combined, dried over Na,8Q,, and concentrated. The crude
product is purified by flash chromatography (SiO;, 50% EtOAc in hexane), which gives N-[3-
(4-benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl}-2-cyclopentylmethyl-3-oxo-propyll-N~{tetrahydro-pyran-2-
yioxy)-formamide (20.10 g, 87% yield) as an oil.

2-Cyclopentyimethyl-3-[formyl-(tetrahydro-pyran-2-yioxyj-amino}-proplonic acid

S

AN H

0O  A-18g

N-3-(4-Benzyl-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-2-cyclopentylmethyl-3-oxo-propyl}-N-(tetrahydro-pyran-
2-yloxy)-formamide (3.65g, 7.96 mmol), THF (125 mL), and water (40 mL) is cooled to 4°C.
To this mixture, is added 30% H,0; (5.2 mL, 50.90 mmole) and LiCH monohydrate (0.40 g,
9.53 mmol), respectively. The reaction mixtura is stirred for 1.5 hours. The mixture is slowly
quenched with 0.5 M Na,S0,, while maintaining the temperature below 15°C with an ice
bath. The quenched mixture is stirred for an addition 30 minutes, concentrated in vacuo

until the THF solvent is removed, and washed with EtOAc. The basic reaction mixture is
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acidified with Amberlite IR-120 resin (H+) to pH = 4.5. Brine is added to the acidic solution,
and the combined mixture is extracted with EtOAc. The organic layers from the acidic
solution washing are combined, dried over Na;SQ,, and concentrated in vacuo. This gave
2-cyclopentylmethyl-3-[formyl-(telrahydro-pyran-2-yloxy)-amino}-propionic acid (1.20g, 50%

yisld) as an oil.

3-(Benzyioxy-formyl-ainino)-2-cyclopentylmethyl-nropoinic acid

is prepared from 2-Cyclopentylmethyl-acrylic acid and O-benzyl hydroxamine as described
for the synthesis of the comesponding O-THp protected building block.

4-Benzyl-3-(3-benzyloxyamino-2-cyclopentylinethyl-propionyl)-oxazolidin-2-one

IBGy
@f\o e \©

A-18h

N-13-(4-Benzyl-2-0xo0-oxazolidin-3-yl)-2-cyclopentyimethyl-3-oxo-propyl}-V-benzyloxy-
formamide (compound A-G, where: R; = cyclopenylmethyl, PG; = benzyl).

NI
©/\Uo=‘\©‘

3-(Benzyloxy-formyl-amino)-2-cyclopentylmethyl-propoinic acid

Q.

s
O A-18k

[-{3-Benzyloxy-formyl-amino)-2-cyclopentylmethyl-propionylj-pyrrolidine-2-carboxylic
acid (5-fluoro-t-oxy-pyridin-2-yh)-amide
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0™  A-18l

Example 2: 4-Fluoroe-1-{2-|(formyl-hydroxy-amino)-methyl]-hexanoyl}-pyrrolidine-2-

carboxylic acid (5-fluoro-1-oxy-pyridin-2-yl)-amide

F
QO 5 )
\ﬁ v
F
_N N =
HO ]
o Sy
0 N N
O H l .

O
A-19
The title compound is prepared according to General Procedure A from 2-[(benzyloxy-
formyl-amino)-methyl]-hexanoic acid A-7 (R = n-butyl) and pyrrolidine-2-carboxylic acid
pyridin-2-ylamide A-8 {X = CHF n =1, Ry= 5-Flugro 2-pyridyl).

4-rans-fluore-pyrrolidine-2-carboxylic acid-{2-amino-5-fluore-pyridin-2-yl] amide
F
R
>rOYN g
0] NH
0
7 N

F A-19a

To a DMF solution (15 mL) of Boc-L-Pro-4-F-CH (2.5 g, 10.73 mmol, 1 equiv) Hunig's base
(Diisopropylethylamine, abbrev. DIEA) (6.73 mL, 38.61 mmol, 3.6 eq) is added and the
mixture cooled to 0°C. This is followed by the addition of 2-Amino-5-flucro pyridine {1.44 g,
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12.87 mmol, 1.2 equiv), and HATU (4.89 g, 12.87 mmol, 1.2 equiv) at 0 °C. The resulting
mixture is stirred at room temperature for 16 h. The mixlure is partitioned between excess
ethyl acetale and 10% citric acid. The organic layer is washed with brine and sat. NaHCO;,
dried over anhydrous Na,SOy, filtered, and concentrated. The residue is purified by silica
gel chromatography (Hexanes:Ethyl acetate = 1:0 — 7:3) to give the title compound as a
colorless syrup (2.5 9. 71%).

4-trans-fluoro-pyrrolidine-2-carboxylic acid-[2-amino-5-fiuoro-pyridin-2-yl} amide
(hydrochioric acid sait)

HN.S

NH

A-19b

The Boc-proline-4-fluoro-pyridine amide (1 g, 3.06 mmol, 1 equiv) is treated with 4N
HCldioxane {30 mL, 120 mmol, 40 equiv) at room temperature and ailowed to stir for 16 h.
The mixture is concentrated, and the residue was coevaporated with toluene 2X, and
concentrated to give a purplish pink solid (1 g).

1-{2-[(Benzyloxy-formyl—amino)-methyl]-hexanoyl)-4-tran5-ﬂuoro-pyrrolidine-z-
carboxylic acid-(2-amino-5-fluoro-pyridin-2-yl)-amide

F
[e] R F
, B NS Z
BnO “ I
o
N N

A-18¢

To a DMF solution (10 mL) of trans—fluoro-proline-5-flucrc-aminopyridine amide HCI salt
(644 mg, 2.15 mmol, 1.2 equiv), are successively added Hunig's base (2 mL, 10.8 mmol, 5
equiv), Versiacid VRI 172 (500 mg, 1.79 mmol, 1 equiv), and HATU (818 mg, 2.15 mmol, 1.2
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equiv) at 0°C. The resulting mixture is stirred at room temperature for 16 h. The mixture is
partitioned between excess ethy! acetate and 10% citric acid. The organic layer is washed
with brine and sat. NaHCOQj;, dried over anhydrous Na,SQ,, filtered, and concentrate. The
compound is purified by silica gel chromatography in DCM:Acetone (1:0 — 86:14) to give the
titte compound as a white powder (830 mg, 72%). ES-MS: calcd. for CasHaoF2N4Os (504.53);
found: 505.4 [M+H]

1~{2~i(Benzyloxy-formyi-amino)-methyll-hexanoy!}-4-.'rans-ﬂuoro—pyrrolidine-l-carboxylic

acid-(2-amino-S-fluoro-pyridin-N-oxide-2-yl)-amide

F
Ozﬁ:: R R' 2 E
BnO - |
/‘H/Q/
o

To a DCM solution of the compound {1.25 g, 2.56 mmol, 1 eq), MCPBA (1.32 g, 7.68
mmom, 3 eq) was successfully added at 0oC and the reaction was stirred for 16 h. The

A-19d

reaction mixture is paritioned between NaHCO3 and the DCM layer. The organic layer is
dried over Na2S04 and concentrated. The residue is purified by silica get chromatography
using DCM:Acetone (1:0 ~- 9:1) to yield the title compound (1.2 g

-32-
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Example 3: 1-(2—[(Formyl-hydroxy-amino)-methyl1~hexanoyl}-pyrrolidine-2-carboxyllc

acid pyrazin-2-ylamide

Ry
)

A-20
The litle compound is prepared according fo General Procedure A from
2-[(benzyloxy-formyl-amino)-methyl]-hexanoic acid A-7 {R=p-butyl) and pyrrolidine-2-
carboxylic acid pyrazin-2-amide A-8 (X = CHz,n =1, R, = 2-pyazinyl).

Example 4: 1-{2-[(Formy|—hydroxy-amino)-methyl]-hexanoyl}-pyrrolidine-2-

carboxylic acid pyridazin-3-ylamide

OYH
N N N
HO ™ N~
0 =~
o N
H
A-21 B

The title compound is prepared according to General Procedure A from 2-{[formyl-
(tetrahydro-pyran-Z-yloxy)-amino]-methyt}-hexanoic acid A-7 (R=n-butyl} and
pyrrolidine-2-carboxylic acid pyridazin-3-amide A-8 (X = CH,, n = 1, Ry = 3-pyridazinyl).

Step 1: Pyridazin-3-ylamine
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To a solution of 6-chloro-2-amino-pyridiazine (4 g) and NaOH(powdered, 1.4 g) in ethanol
(150 mi) , 10% PdiC (0.6 g) is added. The reaction mixture is stirred under Hydrogen
atmosphere for 16 h. it is fittered through celite and the solvent was concentrated. The

resulting residue is triturated with ether to provide the known amino compound.

Step 2: 2-(Pyridazin-3-ylcarbamoyl)-pyrrolidine-1-carboxylic acid tert-butyl ester

YL
° (o) N =
H A-21b

To a solution of Boc-Pro-OH (1 equiv) in DCM at 0°C, Ghosez Reagent (1.1 equiv) is added
and the reaction mixiure was stirred at 0°C for 1h. To this the amine (1.1 equiv) in pyridine is
added and the reaction mixture is stirred at room temperature for 16 h. It is then
concentrated to remove all volatiles and redissolved in excess DCM. The organic layer Is
washed with 10% Citric acid, Brine and NaHCO,, dried over Na2S04 and concentrated.
The resulting residue is purified by fiash chromatography using 10 — 40% Ethyl acetate in
hexanes to provide the title compound. HPLC: YMC-Pak Pro C18, S-3 fim, 120A, 50x 4.6
mm |.D. Column; gradient eluent 0% - 90% MeCN over 8.5 min, 1.5 mL/min; Retention fime
=4.14 min.
ES-MS: calcd. for C,HaaNLO4 (292); found 293 {M+H].
Step 2: Pyrrolidine-2-carboxylic acid pyridazin-3-ylamide

(*HCI)
HN N
I
H

HPLC: YMC-Pak Pro C18, $-3 1Im, 120A, 50 x 4.6 mm 1.D. Column; gradient eluert 0% -
90% MeCN over 8.5 min, 1.5 mL/min; Retention time = 2.398 min.
ES-MS: calcd. for CoHy2NLO (192.1); found 193.2 [M+H].

Step 3 1-{2-{[Formyl-{tetrahydro-pyran-2-yloxy)-amino]-methyi}-hexanoyl}-
pyrrolidine-2-carboxylic acid pyridazin-3-yltamide
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QO\V
0 /N
o) /\
N L//"j
o
07 N
H

The title compound is prerepared under HATU condition as described in general procedure
A

HPLC: YMC-Pak Pro C18, §-3 tIm, 120A, 50 x 4.6 mm 1.D. Column; gradient eluent 20% -
90% MeCN over 8.5 min, 1.5 mLimin; Retention time = 3.655 min.

ES-MS: caled. for CpoHaaNsOs (447); found 448 [M+H).

Example 5: 1-[2-Cyclopentylmethyl-3-(formyl-hydroxy-amino)-propionyl}-4-fluoro-
pyrrolidine-2-carboxylic acid (5-fluore-1-oxy-pyridin-2-yl)-amide

F
0
r/
N N F
HO - w4 / \
2= .
N N
H |

o
o]
0

A-22
The title compound is prepared accoarding to General Procedure A from 2-
cyclopentylmethyl-3-[formyl-(tetrahydro-pyran-2-yloxy}-aminal-propionic acid and and
pyrrolidine-2-carboxylic acid pyridin-2-ylamide A-8 (X = CHF, n= 1, Ry = 5-Fluoro 2-
pyridyl).

1-{2-Cyclopentylmethyl-3-[formyi-(tetrahydro-pyran-2-yloxy)-amino|-propionyl}-4-flucro-
pyrrolidine-2-carboxylic acid {5-fluoro-1-oxy-pyridin-2-yI)}-amide
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F
0\ﬁ :
A Q ot
0 N Ny

0- A-22a

Example 6: 1-[Z-CycIobutyImethyl-3-(formyl-hydroxy-amino)-propionyl}-pyrrolidine-z-

carboxylic acid pyridazin-3-ylamide

o
(/
_N N 2
HO K N
S 7
N
N
H

Q ~——
0

A-23

The title compound is prepared according to General Procedure A from 2-
cyclobutylmethyi-3-{formy1—(tetrahydro-pyran~2-yloxy)-amino]-propionic acid A-7
(R=cyclobutylmethyl) and pyrrolidine-2-carboxylic acid pyridazin-2-amide A-B (X = CHz, n =
1, Ry = 3-pyridazinyl}.
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Example 7: 1-[2-Cyclobutylmethyl-3-(formyl-hydroxy-amino)-propionyl]-pyrrolidine-2-
carboxylic acid pyrazin-2-ylamide

OW f
N
_N N
HO Q/n
0 )
(0]

A-24
The title compound is prepared according to General Procedure A from 2-

R

|
N &

cycIobutylmethyl-3-[forrnyl-(tetrahydro—pyran-2-y1oxy)—amino]-propionic acid A-7
{R=cyclobutylmethyl) and pyrrolidine-2-carboxylic acid pyrazin-2-amide A-8 (X = CHg, n =1,
R = 2-pyrazinyl).

Example 8: 1-[2-Cyclopentylmethy!-3-(formyl-hydroxy-amino)-propionyl}-pyrrolidine-
2-carboxylic acid pyrazin-2-ylamide

A-25

The title compound is prepared according to General Procedure A from 2-
cyclopentylmethyl-s-[formyl-(tetrahydro-pyran-2-yloxy)-amino]—propiontc acid A-7
{R=cyclopentylmethyl) and pyrrolidine-2-carboxylic acid pyrazin-2-amide A-8 (X = CHy, n =
1, Ry = 2-pyrazinyt).
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Example 9: 4-Fluoro-1-{2-{{formyl-hydroxy-amino)-methyl]-hexanoyl}-pyrrolidine-2-

carboxylic acid pyrazin-2-ylamide

F
OYH
N N N
0 =~
0”7 N N
H

A-26
The title compound is prepared according to General Procedure A from

2-{(benzyloxy-formyl-amino)-methyll-hexanoic acid A-7 (R= n-butyl) and pyrrolidine-2-
carboxylic acid pyrazin-2-amide A-8 (X = CHF, n = 1, Ry = 2-pyrazinyl).

Exampie 10; 1-[2-CycIopen(yImethyl-3-(formyl-hydroxy-amino)-propionyl]-d-f!uoro-

pyrrolidine-2-carhoxylic acid pyrazin-2-ylamide

F’
O
(/ »
N
N N
" - ﬁ E
-
Q N N
H

O

A-27

The tille compound is prepared according to General Procedure A from 2-
cyclopentylmethyi-3-(formyl-hydroxy-amino)-propionicacid A-7 (R=cyclopentyl methyt)
and pyrroliding-2-carboxylic acid pyrazin-2-amide A-8 (X = CHF, n = 1, Ry = 2-pyrazinyl).
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Example 11: 1-{2-Cyclobutyimethyl-3-{formyl-hydroxy-amino)-propionyl]-4-fluoro-
pyrrolidine-2-carboxylic acid pyrazin-2-ylamide

Cl)H F
Yi? g

A-28

The tile compound is prepared according to General Procedure A from 2-
cyclobutyimethyl-3-fformyl-(tetranydro-pyran-2-yloxy)-amino}-propionic acid A-7
(R=cyclobutyl methyl) and pyrrolidine-2-carboxy[i£: acid pyrazin-2-amide A-8 (X = CHF, n=
1, Ry = 2-pyrazinyl).

2-Cyclobutylmethyl-3-[formyl-{tetrahydro-pyran-2-yloxy)-amino]-propionic acid is prepared
from 2-cyclobutylmethy! malonic acid as described for the synthesis of the corresponding
cyclopentylmethyl derivative In Example 1.

2-Cyclobutylmethyi-malonic acid

H OH
o 0 A-28a

The title compound is prepared from (bromomethyl)cyclobutane

2-Cyclobutyimethyl-acrylic acid
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A

CH
0 A-28b

4-Benzyl-3-(2-cyclobutylmethyl-acryloyli}-oxazolidin-2-one

pe;
A-28c

4.Benzyl-3-[2-cyciobutyimethyl-3-(tetrahydro-pyra n-2-yloxyamino)-propionyl]-

IS
@ﬂg;\@

N-[3-(4-Benzyl-z-oxo-oxazolidim3cyl)-2-cyclobutyImethyl-3-oxo-propyl]-N—(tetrahydro-

oxazolidin-2-one

A-28d

pyran-2-yloxy)-formamide

S
oal 3

A-28e

2-CycIobutyImethyi-3-[formyl-(tetrahydro-pyran-Z-yloxy)-amino]-propionIc acid
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@0

O A-28f

1-{Z-Cyclobutylmethyl-3-[formyl-(tetrahydro-pyran-Z-onxy)-amlno]—propionyl}-4-

fluoro-pyrrolidine-2-carboxylic acid pyrazin-2-ylamide

[esve:gs

A-28¢g

Example 12: 1-{2-Cyclobutylmethyl-S-(formyl-hydroxy-amino)-propionyl]-4-ﬂuoro-

pyrrolidine-2-carboxylic acid pyrimidin-4-ylamide

The title compound is prepared according to General Procedure A from 2-
cyclobutylmethyI-3-[formyl-(tetrahydro-pyran-2-y|oxy)-amino]-propionic!acid A-7
(R=cyclobutyl methyl) and pyrrolidine-2-carboxylic acid pyrimadin-4-amide A-8 (X = CHF, n
= 1, Ry = 2-pyrimidinyl).
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Example 13: 1-[2-Cyclobuty1methy|-3-(f0rmyl-hydroxy-amino)—propionyl]-4-ﬂuoro-
pyrrolidine-2-carboxylic acid pyridazin-3-ylamide

A-30

The title compound is prepared according to General Procedure A from 2-
cyclobutylmethy|-3-[formyl-(tetrahydro-pyran-2-yony)-amino]~propionicl acid A-7
(R=cyclobutyl methyl) and pyrrolidine-2-carboxylic acid pyridazin-3-amide A-8 (X = CHF, n=
1, Ry = 3-pyridazinyl).

(28,4R)-tert-butyl 4-fluoro-2-(pyridazin-3-ylcarbamoyl)pyrrolidine-1-carboxylate

.':F
Boc-N ,/.N
1.1
™
0
H A-30a

To a solution of Boc-P.ro(F)-OH (5 g, 21.46 mmol, 1 equiv,} in DCM a1 0°C, Ghosez Reagent (3.1 m],
23.61 mmol, 1.1 equiv) is added and the reaction mixture was stirred at Q°C for 1h. To this the amine
(2.65 g, 27.9 mmol, 1.3 equiv} in Pyridine is added at 0°Cand the reaction mixture is stirred at room
temperature for 16 h. It is then concentrated to remove 2l volatites and redissolved in excess DCM.
The organic layer is washed with 10% Citric acid, NaCl(sat) and NatICOs(sat), dried over Na;SO4
and concentrated. The resulting residue is purified by flash chromatography using 10-15% Acctone

inDichloromethane to provide the title compound.

(2S,4R)-4-fluoro-N-(pyridazin-3-yl)pyrrolidine-2-carboxamide
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.\‘F
(*HCI) '
HN _N
NZ |
o7 N X
H A-30b

The Boc-protected amide is taken into 4M HC/Dioxane and the reaction is stirred at room
temperature for S h. The solvent are removed under reduced pressure and the residue is triturated with

ether to give the title compounds

(2S,4R)-1+ (2R)-3-cyclobutyl-2-((N-{tetrahydro-2H-pyran-2-
yloxy)formamido)methyl)propa noyl)-4-fluoro-N-(pyridazin-3-yl)pyrrolidine-2-

Q
N Ly
(o] N '
o—'
ﬁ J“
Iy
Q N
H

To a cold DMF solution {15 mL) of the Versiacid, (500 ing, 1.77 mmal, 1 equiv}), DIEA (1.7 m}, 9.72
mmol, 5.5 equiv), Amine.HCI salt (550 mg, 1.943 wmol, 1.1 equiv) and HATU (739 mg, 1.943

carboxamide

A-30c

mmol, 1.2 equiv) are added. The resulting reaction mixture is stirred for 16h at rcom temperature.
The mixture is partitioned between excess ethyl acetate and 10% citric acid. The organic layer is
washed with sat. NaCl and sat. NaHCO,, dried over anhydrous Na,50,, filtered, and concentrated.
The residue is purified by silica gel chromatography using 10 — 25% Acetone in DCM to give the title
compound (53%).
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Example 14: 1-[2-CyclobutyImethyi-S-(formyl-hydroxy-amino)-propionyl}-&fluoro-
pyrrolidine-2-carboxylic acid (2-oxy-pyridazin-3-yl)-amide

A-31

The titie compound is prepared according to General Procedure A from 2-
CyclobutyImethy!-S-[formyl-(tetrahydro-pyran-z-yloxy)-amino]-propionic acid A-7
(R=cyclobutyl methyl) and pyrrolidine-2-carboxylic acid pyridazin-1-oxo-3-amide A-8 (X =
CHF, n = 1, R = 3-pyridazinyl N-oxide).

6-({2S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-fluoropyrrolidine-2-carboxamido)pyrid azine
1-oxide

Bog-N

o A-31c

To a solution of Boc-Pro(F)-OH (2.047 g,-8.154 mmol, 1 equiv,) in DCM at 0°C, Ghosez
Reagent (1.2 mi, 8.97 mmol, 1.1 equiv) is added and the reaction mixture is stirred at 0°C for
1h. To this the amine (1.27 g, 11.42 mmol, 1.4 equiv) in Pyridine is added at 0°C and the
reaction mixture is stirred at room temperature for 16 h. Itis then concentrated to remove ali
volatiles and the residue is dissolved in excess DCM. The organic layer is washed with 10%
Citric acid, NaCl (sat) and NaHCO; (sat), dried over Na,5O4 and caoncentrated. The resulting
residue is purified by flash chromatography using 2-15% Acetone in Dichloromethane to

provide the title compound (61%).
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6-(25,4R)-¢-fluoropyrrolidine-2-carboxamido) pyridazine 1-oxide

(HCI)  F
HN
a
o Sy
N
o A-31d

The Boc-protected amide is taken into 4M HCl/Dioxane and the reaction is stirred at room
temperature for 5 h. All volatiles are removed and the residue is triturated with ether to give

the title compounds.

6-((28,4R)-1 -((2R)-3-cyclobutyl-2-((N-(tetrahydro-2H-pyran-2
yloxy)formamido}melhy])propanoyl)—4-ﬂuoropynolidinc-z-carboxamido)pyridazine 1-oxide

QN
C 0~
=
0 l
o) N
H

> +,N

o

A-31e

To a cold DMF solution (20 mL) of the Versiacid, (571 mg, 2 mmol, 1 equiv), DIEA (2.51 ml,
14.4 mmol, 6 equiv), Amine HCI sait (718 mg, 2.4 mmol, 1.2 equiv) and HATU (813 mg, 2.4
mmol, 1.2 equiv) are added. The resulting reaction mixture is stirred for i6h at room
temperature, The mixture is partitioned between excess ethyl acetate and 10% citric acid.
The organic layer is washed with sat. NaCl and sat. NaHCOs,, dried over anhydrous Na;SQ,,
filtered, and concentrated. The residue is purified by silica gel chromatography using 10 —
20% Acetone in DCM and then using 2 — 8% methanol in DCM to give the title compound
{44%). TH NMR (DMSO-dg):
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Example 15: 1-[2-Cyclopentyimethyl-3-{formyl-hydroxy-amino)-propionyl}-4-fluoro-
pyrrolidine-2-carboxylic acid pyridazin-3-ylamide

The title compound is prepared according to General Procedure A from 2-
Cyclopentylmethyl-3-[formyl-(tetrahydro-pyran-2-yloxy)-amino]-propionyl acid A-T
(R=cyclopentyl methyl) and pymelidine-2-carboxylic acid pyridazin-2-amide A-8 (X = CHF, n
= 1, Ry = 3-pyridazinyl}.

{25,4R)-1-((2R)-3-cyclopentyl-2-({(N-{tetrahydro-2H-pyran-2-
yloxy)formamido)methyi}propanoyl)-4-fluoro-N-(pyridazin-3-yi)pyrrolidine-2-

AN 2
o
o N x
H

carboxamide

A-32b
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Example 16: 1-[Z-CyclopentyImethy|-3-(formyl-hydroxy-amino)-propionyl]-4-fluoro-
pyrrolidine-2-carboxylic acid {2-oxy-pyridazin-3-yl)-amide

A-33

The title compound is prepared according to General Procedure A from 2-
cyclopentyImethyI-S-[formyl-(tetrahydro-pyran-2-yloxy)-amino}-prdpionyl acid A-7
(R=cyclopentyl methyl) and pyrrolidine-2-carboxylic acid pyridazin-2-amide A-8 (X = CHF, n
= 1, Ry = 3-pyridazinyl N-oxide).

6-aminopyridazine 1-oxide

0" A33a

To a solution of 6-Aminopyridazine in acetone is added a solution of MCPBA (! equiv.) in acetone in
oue portion. The reaction mixture is allowed to stir at roem temperature for 1 hour. The solvent is
removed and ether is added to the residue. The solid is filtered and dried to yield the title compound.

This is used as such in the next step.

6-((2S 4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-4-fluoropyrrolidine-2-carboxamido)pyridazine
1-oxide
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Boc-N

O _A-33

To a solution of Boc-Pro{F}-OH (2.047 g, 8.154 mmol, 1 equiv.) in DCM at 0°C, Ghosez
Reagent (1.2 mi, 8.97 mmol, 1.1 equiv) is added and the reaction mixture is stirred at 0°C for
1h. To this the amine {1.27 g, 11.42 mmol, 1.4 equiv) in Pyridine is added at 0°C and the
reaction mixture is stirred at room temperature for 16 h. It is then concentrated to remove all
volatiles and the residue is dissolved in excess DCM, The organic tayer is washed with 10%
Citric acid, NaCl(sat) and NaHCOy(sat), dried over Na,S0, and concentrated. The resulling
residue is purified by flash chromatography using 2-15% Acetone inDichloromethane to
provide the title compound (61%).

6-((25,4R)-4-flucropyrrolidine-2-carboxamido)pyridazine 1-oxide

(*HC)  F
HN
“
0” N S
H -
O A-33¢c

The Boc-protected amide was taken into 4M HCi/Dioxane and the reaction was
stirred at room temperature for 5h. All volatiles were remaoved and the residue was
triturated with ether to give the title compounds.

6-((25,4R)-1-((2R)-3-cyclopentyI-2-((N-(tetrahydro-2H—pyran-2-
yloxy)formamido)methyl)propanoyl)-4—f1uoropyrrolidine-2-carboxamido)pyridazine 1.
oxide
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(9]
o 2
o N \
© N
i 7]
o >~
N
Q N u
H -
o A-33d

Example 17: 1-[2-Cyclohexyimethyl-3-(formyl-hydroxy-amino)-propionylj-4-fluoro-
pyrrolidine-2-carboxytic acid pyridazin-3-ylamide

F
i |
~N N =
HO e H \
=~ _N
N N
H

o]

o
G
A-34

The title compound is prepared according to General Procedure A from 2-

Cyclohexytmethyl-3-[formyl-(tetrahydro-pyran-z-yloxy)-amino]-propionyl acid A-7

(R=cyclohexyl methyl) and pyrrolidine-2-carboxylic acid pyridazin-3-amide A-8 (X = CHF, n=
1, Ry = 3-pyridazinyl).

2-Cyclohexylmethyt-3-(formyl-hydroxy-amino)-propianic acid building block is prepared from
2-cyctohexylmethylmalonic acid as descdribed for the synthesis of the corresponding

cyclohexylmathylmalonic acid in Example 1.

2-Cyclohexylmethyl-malonic acid
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HO. OH

o O A-34a
The title compound is prepared from (bromomethyl)cyciohexane.

2-Cyclohexylmethyl-acrylic acid

o A-34b

4-Benzyl-3-(2-cyclohexylmethyi-acryloyl)-oxazolidin-2-one

%,

N

2
A

4-Benzyl-S-{Z-cyclohexyimethyl-s-(tetrahydro-pyran-2-yloxyamino)-propionyl]-

@’8*:\@@
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N-[3-(4-Benzyl-2-oxo-oxazo|Idin-3-yl)-2-cyciohexylmethyl-3-oxo‘propyI}-N-(tetrahydro-

pyran-2-yloxy)-formamide

oo™ N

° 0O
A-34e

Example 18: 1-(4-Cyc{opropyl-2-[(formyl-hydroxy-amino)-methyl]-butyryl}-4-ﬂuoro-

pyrrolidine-2-carboxylic acid pyrazin-2-ylamide

The title compound is prepared according to General Procedure A from 2-
cyclopropyIethyl-3-[formyl-(tetrahydro-pyran—Z-yloxy)-amlno]-propionic acid A-7
(R=cyclopropyl ethyl) and pyrrolidine-2-carboxylic acid pyrazin-2-amide A-8 (X = CHF, n=1,
Ry = 2-pyrazinyl).
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2-Cyclopropylethyl-3-(formyl-hydroxy-amino)-propionic acid building block is prepared
from 2-cycloprpylethylinalonic acid as descdribed for the synthesis of the corresponding
cyclopentylmethyimethyl malenic acid in Example 1.

(BromoethyDeyclopropane

Br
A-352
The title compound is prepared from 2-cyclopropylethanol.

2-Cyclopropylethyl-malonic acid

HO H

e 0O A-35b

2-Cyclopropylethyl-acrylic acid

9] A-35¢

4-Benzyl-3-(2-cyclopropylethyl-acryloyl)-oxazolidin-2-one
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A-35e

N-[3-(4-BenzyI-2-0xo-oxazolidin-3-yl)-2-cycIopropylethyl-3-oxo-propyl]-N-(tetrahyd ro-

pyran-2-yloxy)-formamide
O & : -
A-35¢
2-CyciopropyIethyl-3-[formyl-(tetrahydro-pyran-z-yloxy)-amlno]-proplo nic acld
O o
1% A-35g

1-{2-Cyclopropylet‘nyl-3-[formy|-(tetrahydro-pyran-z-yloxy)-amino]-propionyl}-4-f]uoro-

pyrrolidine-2-carboxylic acid pyrazin-2-ylamide
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Example 19: Inih!bition of Peptide Deformylase Activity

A PDF/FDH coupled assay (Lazennec et al., Anal. Biochem., Vol, 224, pp. 180-182
(1997)) is used. In this coupled assay, the formate released by POF from its substrate fMAS
is oxidized by the coupling enzyme FOH, reducing one molecule of NAD® to NADH, which
causes an increase in absorption at 340 nM. All assays are carried out at room temperature
in a buffer of 50 mM HEPES, pH 7.2, 10 mM NaCl, 0.2 mg/mL BSA, in half-area 96-well
microtiter plates {(Corning). The reaction is initiated by adding a mixture of 0.5 UnitymL FDH,
1 mM NAD, and fMAS at the desired concentration. To determine ICsq (the concentration
needed to inhiblt 50% of enzyme activity) values, POF is pre-incubated for 10 minutes with
varying concentrations of the inhibitor, and the deformylation reaction is initiated by the
addition of reaction mixture containing 4 mM fMAS. The initial reactlon velocity, y, is
measured as the initial rate of absorption increase at 340 nM using a SpectraMax plate
reader {(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). The Inhibitor concentration [In] at which 50% of

the enzyme activity Is inhibited, 1Cso, is calculated using the following formula:

Y= y°/(1 + [ln]/|C5o)

where y, is the reaction velocity in the absence of inhibitor. Solving this equation for ICy; at
the [In] when y = y,/2 yields [Cs. The ICs is calculated based on a nonlinear least-square

regression fit using a commercial software package (Deltapoint, Inc., Chicago, IL.}.

Using this assay, the ICs of various compounds are determined. The ICs, for the
varicus compounds is determined against deformylase enzyme containing nickel and zinc as
the metal ion. The ICgp valuas of preferred compounds of formula (I} determined for the
zinc-contalning deformylase range from about 0.001 M to about 0.2 pM. The ICg values of
preferred compounds of formula (1) determined for the nickel-containing deformylase range
from about 0.005 pM to about 3 uM.

Example 20: Assay for Testing Antimicrobial Activity

Minimum inhibitory concentrations {MICs) are determined using the microdilution
method In 96-well formal plates. Compounds are suspended in DMSO at 6 or 10 mg/mtL
and stored at 4°C untl used. They are diluted in Mueller-Hinton Broth (MHB) or Tryplicase
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Soy Broth (TSB) and used for MIC determination. The range of concentrations tested s 64-
0,0625 pg/mt final concentration using a two-fold dilution system.

The inoculum is prepared from cells grown on Trypticase Soy Agar (TSA) and
incubated overnight at 35°C, 5-10 colonies are used to inoculate MHB or TSB broths, and
the culture is incubated overnight at 35°C. The overnight cuiture is diluted 1:10, incubated
for 1 hour at 35°C, diluted to the appropriate inoculum size and applied to the wells

containing broth and test compound. Inoculum sizes are 2 x 10* CFU/mL.

Plates are incubated at 35°C for 48 hours and MIC are recorded after 18 hours of
incubation for bacteria. MIC is defined as the lowest conceniration of compo(.md that does
not produce visible growth after incubation.

Minimum inhibitory concentration for various preferred compounds of formuia ()]
ranges from about 0.25 pg/mL to about 32 pg/mlL against H. influenza (four strains), from
about 0.001 pg/mi to greater than 8 pg/imL against S. aureus (four strains), from about
0.016 pg/mL to about 16 ug/mL against 5. pneumonia (four strains), and from about
0.008 pg/mL to about 16 pg/mL against M. catarrhalis. The deformylase enzyme is obtained
from E. coli.

The following are representative pharmaceutical formulations containing a compound

of formuta (1).

Example 21:_Tablet Formulation

The following ingredients are mixed intimately and pressed into single scored tablets:

Quantity per Ingredient | Tablet (ma)
Compound of this invention 400
Cornstarch 50
Croscameliose sodium : 25
lLactose 120
Magnesium stearate 5
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Example 22: Capsule Formulation

The following ingredients are mixed intimately and loaded into a hard-shelt gelatin

capsule:
Quantity per Ingredient Capsule (mg)
Compound of this invention 200
Lactose, spray -- dried 148
Magnesium stearate 2

Example 23: Suspension Formulation

The following ingredients are mixed to form a suspension for oral administration:

ingredient Amount
Compound of this invention 109
Fumaric acid 05¢
Sodium chioride 20g
Mathyl paraben 015 ¢
Propyl paraben 0.05¢
Granulated sugar 250g
Sarbitol (70% solution) 13.00g
Veegum K (Vanderbilt Co.) 1049
Ftavoring 0.035 mL
Colorings 0.5mg
Distilled waler g.s. to 100 mL

Example 24: Injectable Formulation

The following ingredients are mixed to form an injectable formulation:

Ingredient Amount
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Compound of this invention 0.2-20 mg
Sodium acetate buffer solution, 0.4 M 20mL
HCI(1 N) or NaOH (1 N} q.s. to suitable pH
Water {dislilled, sterile) q.s. 1o 20 mL

Example 25: Suppository Formulation

A suppository of total weight 2.5 g is prepared by mixing the compound of the
invention with Witepsoi® H-5 (triglycerides of saturated vegetabie fatty acid; Riches-Nelson,
inc., New York), and has the following composition:

Compound of the invention 500 myg
Witepsok® H-15

Balance

Example 26 (ZS‘4R}-1-{(R)-2-[(iormvl-hvdroxv-amino)-methyﬂ-hexanovl}-d-isopropyl-
pyrrolidine-2-carboxylic acid (5-fluoro-pyridin-2yl)-amide

The title compound is prepared according to General Procedure A from 2-n-butyl-3-[formyl-
N-benzyloxy]-amina-priopionic acid A-7 and 4-Isopropyl-pyrrolidine-z-carboxylic acid)-[2-

amino-g-flouropyridine]

Example 27 {25,4R}-1 -{{R}-2-]{formyl-hydroxy-amino}-methyll-hexa noyl}-4-isopropyi-
pyrrolidine-2-carboxylic acid {5-fluora-pyridin-2yl}-amide

The title compound is prepared according to General Procedure A from 2-n-butyl-3-[formyl-
N-benzyloxy]-amino-priopionic acid A-7 and 4-isopropyl-pyrrolidine-2-carboxylic acid]-{2-

amino-5-flouropyridine-N-oxide]

Example 28 Biochemical and structural characterization of Streptecoccus
pneumoniae peplide deformylase G70V/D mutants

Peptide deformylase activity is essential for growth of S. pneumoniae. The mutants that are
selected on NVP-LBM415 were not compromised for growth in vitro, therefore the mutations
in defB that confer resistance to these compounds would not be expected to dramatically
alter enzymatic activity. To test this hypothesis, the kinetics of peptide deformylase activity
are determined using the substrate f-Met-Ala-Ser.
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Table 1 Enzymatic activity of wild type and mutant Streplococcus pneumoniae
peptide deformylase

PDF Km (mM fMAS)
Wild type 13%0.1
GTOV 2102
G70D 3.0:04

The data in Table 1 support the hypothesis that the changes selected in the mutant enzymes
de not dramatically alter peptide deformylase activity. It is apparent that the mutant enzymes
are capable of supporting normal growth of S. prieumoniae while affording a level of
protection from certain POF inhibitors.

Preliminary MIC testing using the PDF G70V/D mutants suggested that these mutants are
less sensitive to a subset of related PDF inhibitors containing a P3 N-oxide component than
to highly related compounds facking this group. To investigate further, the {Css and MICs of
specific pairs of compounds differing only in this feature are determined. Table 2 shows the
structures and describes the average |Cxs and MICs of three palrs of similar compounds,
pius the ariginal selecting compound NVP-LBM-415,

Table 2 Effect of P3 ring N-oxide constituent on inhibition of Streptococcus
preumoniae peptide deformylase activity and culture growth

Compound PDF Average Cs {NM) AV?LZ%;:;MC significance*
. 0 W.T. 0.31 £0.03 0.45 + 0.07
T O : |
"~ T /[’\j G700V 1.35+0.18 5.80 + 1,38
b l‘
G700 1.28£0.10 6.44 t 1.55
r‘/([?’ W.T. 0.25+ 0.04 0.16 £ 0.10
™ 4 i-
" 7. G70V 0.50 + 0.06 0.33+ 0.08
L ’
G70D 0.34 £ 0.03 0.25 £ 0.00
Cé’z wW.T. 0.37 £0.02 0.29 +0.11
‘ '%‘L,,-- G70V 2.05 £ 0.34 2.67 £ 087 00144
e 1.00 £ 0.00
G70D 0.91+0.11 03409
WT. 0.27 +0.03 0.71+£0.10
G70V 0.70£0.19 - 1.43 1 0.43
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Compound PDF Average ICg (nM) AV?LZS/’;BMC significance*
o § W 0274003 0.71£0.10
e <v Grov 0.70 £ 0.19 1431043
) G70D 0.25 £ 0.05 1,07 £ 0.50
“j \~ W.T. 0.31x003 0.64 +0.09
rd i GTOV 1.56 £ 0.32 6.30 £ 1.7 08742
) G70D 1192 0.14 5.14£1.06 00185
N ]S ( W, 0.31+0.04 1.43 1 0.20
Y ,J; G70V 1.01£0.27 2.86 + 0.40
G70D 0.46 £0.10 1.57 £0.47
"W S Y W.T. 0.23 + 0,04 1,42 £0.20
"“’L“’I}/]'S—i):j - eTov 178 £ 0.27 1029 2.1 05622
) G70D 138 £0.13 10.29 2211 00133

*Significance of increased IC5, of N-oxide containing member of the compound pair against
the mutant {G70V/D) enzymes is expressed as odds that the change is random, at 95%

confidence interval

Statistical analyses that are designed to remove the variability in enzyme inhibition that
derives from aspects of each compound other than the the P3 N-oxide substituent are
performed for each pair of inhibitors. In all cases, the increase in average ICsp for the N-
oxide containing partner in each pair is statistically significant, and correlates with an
increased MIC for that agent.
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WHAT 1S CLAIMED 15!

Claim 1. A compound of formula (1)
</ (CH2),R1
N N
s
HO

O R4
07 N7
Ho o

wherein R1 is hydrogen, alkyl, heteroalkyl, heterocycloalkyl, aryl or heteroaryl.;
R3 is alky! or heteroalkyl; l
R4 is aryl, or heteroaryi; or

nis 0to 3 and

provided that R1 is cycloalkyl and/or R4 is an optionally substituted 6 membered,
monocylclic heteroaryl ring having 2, 3 or 4 nitrogen heteroatoms in the ring wherein one or
more of the ring nitrogen heteroatoms is optionally oxidized or

a salt thereof or a prodrug thereof,

2. A compound according to claim 1 wherein R3 is isopropyl.

3. A compound according to claim 1 wherein R1 is cycoialkyl.

4. A compound according to claim 1 wherein R4 is a heteroaryl of formula (1}

RT

R Xy Ry BN Re Rag SN Ry R N Ry

| or | or | ]

o =N ~ -

R R, Ry RS N7 TR, N~ TR,
R,

Re (I

wherein each of Rg, Ry, Rs and R, independently is hydrogen, alkyl, substituted alkyl, phenyl,
halogen, hydroxyl, alkoxy or a salt thereof or a prodrug thereof,

Claim 5. A compound according to claim 1 wherein R4 is a heteroaryl of formula {II.1) and
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")

wherein Rg, R; and Rg are hydregen and R8 is fluoro, a salt thereof or a prodrug thereof.

Claim 6. A compound accerding to claim 1 wherein R4 is a heteroaryl of formula (11.2) and

RaJE : :(F%

wherein Rg, R; and Ry are hydrogen, a salt thereof or a prodrug thereof..

R 1.2)

Claim 7. A compound according to claim 1 wherein R4 is a heteroaryl of formula (1.3) and

R?
Ré,_ vy
LA

e
NT Ry g
wherein Rg, R; and R are hydrogen, a salt thereof or a prodrug thereof..

Claim 8. A compound according to claim 1 wherein R4 is a heteroary! of formula (11.4) and

(11.4)
wherein Rs, R; and Rg are hydrogen, a salt thereof or a prodrug thereof..

Claim 9. A compound according to claim 1 wherein R4 is a heteroary! of the formula (11.5)
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(11.5)

wherein Rs, R; and Ry are hydrogen, a salt thereof or a prodrug thereof..

Claim 10 A compound according to claim 1 wherein R1 is selected from cyclohexyl,
cyclopentyl, cyclobutyl or cyclpropyl.

Claim 11. A compound according to claim 1 wherein R1 is an n-butyl,

Claim 12. A compound according to claim 10 wherein R4 is selected from 2-amino, 5-
flucropyridine N-oxide, 2-pyrazine, 3-pyridazine, 3-pyrimidine, 4-pyrimidine, 3-pyridazine N-
oxide, or 2-amino, 5-fluoropyridine

Claim 13. A compound according to claim 11 wherein R4 is selected from 2-amino, 5-
fluoropyridine N-oxide, 2-pyrazine, 3-pyridazine, 3-pyrimidine, 4-pyrimidine, 3-pyridazine N-

oxide or 2-amino, 5-flucropyridine.

Claim 14. A compound according to claim 10 wherein R3 is isopropyl.
Claim 15. A compound according to claim 11 wherein R3 is isopropyl.

Claim 16. A compound according to claim 1 wherein R4 is a heteroaryl of formula (I}

wherein Rs, Ry, Rg are hydrogen and Rg is fluoro, a salt thereof, or a prodrug thereof.
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la peptidil-destormilasa (PDF). una enzima presenle en los procariotes. Los compuestos son utiles como antimicrobianos y antibioticos. Los
caipuestos de fa invencion exhiben una inhibicion setectiva de la peptidil-desformilasa contra otras metaloproteinasas, tales como MMPs. También
se dan o conocer métodos de preparacion v uso de los compuestos.

WO 2007/106670 A3
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COMPUESTOS DE N-FORMIL-HIDROXILAMINA

Esta invencién se refiere a novedosos compuestos de N-formil-
hidroxilamina, a los usos de estos compuestos en diferentes
aplicaciones medicinales, incluyendo el tratamiento de trastornos
susceptibles al tratamiento mediante inhibidores de peptidil-
desformilasa, tal como el tratamiento de infecciones bacterianas, y a
composiciones farmacéuticas que comprenden estos compuestos.

El tratamiento de infeccién microbiana en los organismos
huésped requiere de un medio efectivo para matar al microbio
mientras que haga tan poco dafo al huésped como sea posible. De
conformidad con lo anterior, los agentes que tengan caracteristicas
unicas para un microorganismo causante de la patologia, son
deseables para el tratamiento.

La desformilasa peptidica es una metaloprote'inasa que se
encuentra en los organismos procariéticos, tales como bacterias. La
sintesis de proteina en los organismos procarioticos empieza con la
N-formil-metionina (fMet). Después de iniciarse la sintesis de
proteina, se remueve el grupo formilo mediante la enzima de peptidil-
desformilasa (PDF),; esta actividad es esencial para la maduracion de
las proteinas.

Las metaloproteinasas son criticas para muchos aspectos del
metabolismo normal. Se han implicado trastornos que involucran a
las metaloproteinasas en varias enfermedades tales como cancer,

artritis, y enfermedades autoinmunes. Debido a la importancia'de las
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MMPs en los procesos fisiolégicos normaltes, seria preferible
desarrollar agentes que inhiban la PDF, mientras que eviten una
inhibicidn significativa de las MMPs. De una manera alternativa, los
inhibidores de PDF que también inhiban las MMPs pueden ser (tiles
cuando los beneficios terapéuticos de inhibir la PDF sobrepasen al
riesgo de los efectos secundarios por la inhibicién de MMP.

La investigacion sobre los inhibidores de PDF es mucho menos
extensa que aquéila para los inhibivdores de MMPs. Los derivados de
N-formil-hidroxilamina se describen en las Solicitudes
Internacionales de Patentes Numeros WO 99/39704 y WO 02/102790.
En vista de la importancia de identificar nuevos antibioticos pafa
tratar las -bacterias resistentes a los antibidticos existentes, es
deseable desarrollar inhibidores novedosos de PDF para su
evaluaciéon y uso como agentes antibacterianos y antimicrobianos. La
presente invencion satisface esta necesidad.

En particular, la presente invencion proporciona derivados de
N-formil-hidroxilamina referidos en la presente de una manera
colectiva como los “compuestos de la invencién”, una sal de los
mismos, o un pro-farmaco de los mismos, por ejemplo, un compuesto

de la Férmula (I):

0
</ (CH2),R1
N N
s
HO
R4
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en donde R1- es hidrégeno, alquilo, heteroalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo;

Rs; es hidrégeno, halégeno, o alcoxilo; y

Rs es arilo o heteroarilo; o

nesde0a3;

una sal del mismo, o un pro-farmaco del mismo.

En un aspecto, R, es un heteroarilo de la Férmula (11);

R,

| o ° R,,! R RS l N
(o} N: . (o] 2

R SR, ReY R,
0

(I

en donde cada uno de Rg, R7, Rg, ¥ Ry es independientemente
hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, fenilo, haldgeno, hidroxilo, o
alcoxilo,

por ejemplo en donde:

a) Re ¥ Rs son hidréogeno, Ry es hidrégeno o alquilo, y R; es
alquilo, alquilo sustituido o fenilo:

b) Rs, R7, vy Rg son hidrégeno, y Rs es halégeno, aiquilo, o
alquilo sustituido;

c) Rz, Rs, ¥ Rg son hidrégeno, y Rs es hidroxilo.

En un aspecto particularmente util, el hetercarilo es de la

Formula (11.1):
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en donde R;s, R7, ¥y Rg son como se definen anteriormente para
la Formula (ll), y Rs es halogeno, por ejemplo fluor.

En todavia otro aspecto, R, es de la Férmula (i1.2):

N R
~N
X
N7 TR,
(11.2)
en donde Rg, R7, y Rs son como se definen anteriormente para

la Formula (ll) anterior.

En todavia otro aspecto, R, es de ta Férmula (11.3):

R,
B
t@\&

(11.3)
en donde Rs, R7, y Rg son como se definen anteriormente para
la Formula (I1).

En todavia otro aspecto, Ry es de la Formula (I1.4):

(11.4)
en donde R4, R7;, vy Rg son como se definen anteriormente para
la Formula (11).

En todavia otro aspecto, R4 es de la Formula (11.5):
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(11.5)

en donde Rg, R7, y Rg son como se definen anteriormente para
la Formula (11).

En otro aspecto, R4 es un hetercarilo de la Férmula (I11):

R,
Oy e Y Nﬁ& Rﬁ&
RO R RGO Ry N7 NR, N R,

Ry R _

d) en donde Rg, R;, Rs, ¥ Rg son como se definen
anteriormente en la Formula (I1).

A menos que se informe de otra manera, los siguientes
terminos, como se utilizan en la memoria descriptiva, tienen los
siguientes significados.

El término “cicloalcano” o ‘“cicioalquilo” contiene de 3 a 7
atomos de carbono del anillo, y es de preferencia ciclopropilo,
ciclobutilo, cicloepentilo, y ciclohexilo.

El término “grupo alifatico” se refiere a los grupos alifaticos
saturados o insaturados, tales como alquilo, alquenilo, o alquinilo,
cicloalquile o alquilo.sustituido, incluyendo los grupos de cadena
recta, de cadena ramificada, y ciclicos que tienen de 1 a 10 atomos
de carbono. El término “alquilo” o “alk”, siempre que se presente, es
un grupo alifatico saturado de cadena recta o ramificada de 1 a 10

atomos de carbono, o un cicloalquilo de 3 a 10 atomos de carbono,
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méas preferiblemente los grupos alquilo son alquilo de 1 a 7 atomos
de carbono, en particular alquilo de 1 a 4 atomos de carbono. Los
ejemplos de “alquilo” o “alk” incluyen, pero no se limitan a, metilo,
etilo, propilo normal, isopropilo, butilo normal, isobutilo, butilo
secundario, butilo terciario, pentilo normal, neopentilo, hexilo normal
o heptilo normal, ciclopropilo, y en especial butilo normal.

El término “alquilo sustituido” se refiere a un grupo alquilo que
estd sustituido con uno o mas sustituyentes, de preferencia con 1 a 3
sustituyentes, incluyendo, pero no limitdAndose a, sustituyentes tales
como halégeno, alcoxilo inferior, hidroxilo, mercapto, carboxilo,
cicloalquilo, arilo, hetercarilo, y similares.

Los ejem"plos de los grupos alquilo sustituide incluyen, pero no
se limitan a, -CF3, -CF,CFs, hidroxi-metilo, 1- & 2-hidroxi-etilo,
metoxi-metilo, 1-6 2-etoxi-etilo, carboxi-metilo, 1- 6 2-carboxi-etilo, y
similares.

El término *arilo” o “Ar” se refiere a un grupo carbociclico
aromatico de 6 a 14 atomos de carbono que tiene un solo anitlo
(incluyendo, pero no limitandose a, los grupos tales como fenilo), o
multiples anillos condensados (incluyendo, pero no limitandose a, los
grupos tales como naftilo o antrilo), y es en especial fenilo.

El término “heteroarilo” o “HetAr” se refiere a un heterociclo
aromatico monociclico de 4 a 7 miembros o a un biciclo que esta
compuesto de un heterociclo aromatico monociclico de 4 a 7
miembros y un anillo de benceno fusionado encima. El heteroarilo

tiene cuando menos un heteroatomo, de preferencia cuando menos
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dos heteroatomos, incluyendo, pero no limitandose a, heteroétoméo-é
tales como N, O, y S, dentro del anillo. Una fraccion de hetercarilo
preferida es un heterociclo monociclico de 6 miembros que tiene 2,
3, 6 4 heteroatomos de nitrégeno en el anillo. Los ejemplos de los
grupos hetercarilo son piridinilo, pirimidinilo, pirazinilo, piridazinilo,
N-o6xido de piridazinilo, o benzodioxolanilo, triazina, o tetrazinas.

E! arilo o heteroarilo puede estar insustituido o sustituido por
uno o mas sustituyentes, incluyendo, pero no limitdndose a, alquilo
de 1 a 7 atomos de carbono, en particular alquilo de 1 a 4 atomos de
carbono, tal como metilo, hidroxilo, alcoxilo, acilo, aciloxilo, SCN,
ciano, nitro, tioalcoxilo, fenilo, heteroalquil-arilo, alquil-sulfonilo,
haiégeno, y formilo.

El téermino "heteroalquilo” se refiere a alquilo de 1 a 8 atomos
de carbono saturadoc o insaturado como se define anteriormente, y en
especial a heteroalquilo d-e 1 a 4 atomos de carbono que contiene
uno 0 mas heteroatomos, como parte de las cadenas principales,
ramificadas, o ciclicas del grupo. Los heterodatomos se pueden
seleccionar independientemente a partir del grupo que consiste en
-NR-, en donde R es hidrégeno o alquile, -S-, -O-, y -P-; de
preferencia -NR-, en donde R es hidrégeno o alquilo, y/u -O-. Los
grupos heteroalquilo pueden estar unidos al restoc de la molécula ya
sea en un heteroatomo (si esta disponible una valencia), o bien en
un atomo de carbono. Los ejemplos de los grupos heteroalquilo
incluyen, pero no se Iimita:m a, los grupos tales como -O-CHj;, -CH,-

O-CHj3, -CH;-CH,-0O-CH;, -S-CH,-CH,-CHj3, -CH3-CH(CH3)-S-CH3j, vy
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b

El grupo heteroalquilo puede estar insustituido o sustituido con

-CH;-CH3-NH-CH,-CH,-.

uno o0 mas sustituyentes,fde preferencia con 1 a 3 sustituyentes,
incluyendo, pero no limitandose a, alquilo, haldégeno, alcoxilo,
hidroxilo, mercapto, carboxilo, y en especial fenilo. Los
heteroatomos, asi como If)s atomos de carbono del grupo, pueden
estar sustituidos. Los hetferoétomos también pueden estar en una
forma oxidada. |

El término “alcoxilo”, como se utiliza en la presente, se refiere
a un alquilo de 1 a 10 atomos de carbono enlazado con un atomo de
oxigeno, o de preferencia alcoxilo de 1 a 7 atomos de carbono, mas
preferiblemente alcoxilo de 1 a 4 atomos de carbono. Los ejemplos
de los grupos alcoxilo incluyen, pero no se limitan a, los grupos tales
como metoxilo, etoxilo, butoxilo normal, butoxilo terciario, y aliloxilo.

El término “halégeno” o “halo”, como se utiliza en la presente,
se refiere a cloro, bromo, fluor, yodo, y es en especial flaor.

Un “grupo protector” se refiere a un grupo quimico que exhibe
las siguientes caracteristicas: 1) reacciona selectivamente con la
funcionalidad deseada en un buen rendimiento para dar un sustrato
protegido que es estable a las reacciones proyectadas para las
cuales se desea protecciéﬁ; 2) se puede remover selectivamente del
sustrato protegido para proporcionar la funcionalidad deseada; y 3)
se puede remover en u-n buen rendimiento mediante reactivos
compatibles con los otros grupos funcionales presentes o generados

en estas reacciones proyectadas. Los ejemplos de los grupos
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protectores adecuados ‘-.se pueden encontrar en Greene y
colaboradores, "Protective Groups in Organic Synthesis", 22 Edicion,
John Wiley & Sons, Inc., Nueva York (1991). Los grupos protectores
de amino preferidos incluyen, pero no se limitan a, benciloxi-
carbonilo (CBz), terbutiloxi-carbonilo (Boc}, terbutil-dimetil-sififo
(TBDMS), 9-fluorenil-metiloxi-carbonilo (Fmoc), o© los grupos
protectores fotolabiles adecuados tales como 6-nitro-veratritoxi-
carbonilo (Nvoc), nitropiperonilo, pirenil-metoxi-carbonilo,
nitrobencilo, dimetil-dimetoxi-bencilo, 5-bromo-7-nitro-indolinilo, vy
similares. Los grupos protectores de hidroxilo preferidos incluyen
Fmoc, TBDMS, los grupos protectores fotolabiles (tales como
nitroveratriloxi-metil-éter (Nvom)), Mom (metoxi-metil-éter), y Mem
{metoxi-etoxi-metil-éter). Los grupos protectores particularmente
preferidos incluyen NPEOC (4-nitro-fenetiloxi-carbonilo} y NPEOM
(4-nitro-fenetiloxi-metiloxi-carbonilo).

Se apreciara que los compuestos de la Formula (l) pueden
existir en la forma de isomeros Opticos, racematos, o
diaesterepoisomeros. Por ejemplo, un compuesto de la Fédrmula (l) en
donde Rj3 puede estar en la configuracion R ¢ S. Se debe entender
que la presente inv‘encién abarca todos los enantiémeros y sus
mezclas. Se aplican consideraciones similares en relacién con los
materiales de partida que exhiban atomos de carbono asimétricos,
como se mencionan.

Los compuestos de la invencién pueden existir en la forma de

sales cristalinas solidas. De una manera preferible, las sales

4



10

15

20

25

10

cristalinas son sales de metales, de preferencia de metales
divalentes, aunque, para algunos compuestos, es posible formar
solidos cristalinos utilizando contra-iones monovalentes, tales como
Na. El contra-ién es de preferencia Mg, Ca, ¢ Zn,

Los compuestos de la invencion tipicamente pueden estar en la
forma de un hidrato o de un solvato/hidrato mixto. Tipicamente, la sal
cristalina de la invencién contiene de aproximadamente 2 a 8 aguas
de hidratacién, mas tipicamente de aproximadamente 2 a 6 aguas de
hidratacién, y todavia mas tipicamente de aproximadamente 2 a 4
aguas de hidrataciéon. Por consiguiente, la sal cristalina de la
invencidn tipicamente comprende mas del 2 por ciento de agua, mas
tipicamente de aproximadamente el 4 a aproximadamente el 12 por
ciento de agua, y todavia mas tipicamente de aproximadamente el 8
a aproximadamente el 9 por ciento de agua. Los solvatos pueden ser
de unoc o mas solventes organicos, tales como alcoholes de alquilo
inferior, tales como metanol, etanol, isopropanol, butanol, o mezclas
de los mismos.

Los compuestos de la invencién, por ejemplo los compuestos
de la Formula (), pueden existir en forma libre o en forma de sal, por
ejemplo en la forma de una sal farmacéuticamente aceptable. Una
‘sal farmacéuticamente acéptable“ de un compuesto significa una sal
fisiologicamente y farmacéuticamente aceptable que posea Ia
actividad farmacolégica deseada del compuesto progenitor, y que no
imparta efectos toxicoldgicos indeseados. Estas sates incluyen:

(1) sales de adicién de acido, formadas con acidos
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inorganicos, tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido
sulfurico, acido nitrico, acido fosforico, y similares; o formadas con
acidos organicos, tales como acido acetico, acido propiénico, acido
hexanoico, acido ciclopentan-propidnico, acido glicélico, 4acido
pirdvice, acido lactico, acido maldnico, acido succinico, acido malico,
acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido
benzoico, acido 3-{4-hidroxi-benzoil)-benzoico, acido cinamico, acido
mandélico, acido metan-suiféonico, acido etan-sulfonico, acido 1,2-
etan-disuilfénico, acido 1,2-hidroxi-etan-sulféonico, acido bencen-
sulfc’mic‘o, acido 4-cloro-bencen-suiféonico, acido 2-naftalen-sulfdnico,
acido 4-toluen-sulfénico, acido canfor-sulfénico, acido 3-fenil-
propiénico, acido trimetil-acético, acido butilo terciario-acético, acido
I‘auril-squUrico, acido glucdnico, acido glutamico, acido hidroxi-

naftoico, acido salicilico, acido estearico, &acido muconico, ¥y

similares; o

(2) sales formadas cuando un protén acido presente en el
compuesto progenitor es reemplazado por un ié6n de metal, por
ejemplo un idn de metal alcalino, un id6n alcalinctérreo, o un idén de
aluminio; o bien se coordina con una base organica, tal como
etanolamina, dietanclamina, trietanolamina, trometamina, N-metil-
glucamina, y similares.

Un compuesto de la invencion, por ejemplo los compuestos de
la Foérmula (1), puede actuar como un pro-farmaco. “Pro-farmaco”
significa cualquier compuesto que libere un farmaco progenitor activo

de acuerdo con la Férmula (I) in vivo, cuando se administre este pro-
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funcionales presentes en g CoOmpuesto de |3 Férmula (1), de tal
Mmanera que |as modificaciones S€ puedan disociar in vivo para

liberar el Compuesto Progenitor. |og pro-farmacos incluyen |og

benzoato), Ccarbamatos (por ejemplo, N,N~dimeti|-amino-carbonilo) de
grupos funcionales de hidroxilo en los CoOmpuestos de |a Férmuia (1),

Yy similares.

(1) R4 es un heteroarilo de la Férmula (11.1), en donde R, R,
Y Rg son hidr()geno, Y Rs es fldor; R, Rz, v Ry son hidrégeno Y Rs es
metilo o triﬂuoro-metilo; 0 Rg, R;, Y Rs son hidrégeno Y Ry es flior; o
Rs, R, Y Rg son hidrogeno Y R; es etilo o metoxilo; o R, Rs, ¥ Ry son
hidrégeno, Y Rs es hidroxilo: o R: ¥ Rs son hidrogeno, Rs es metoxilo,

Y Ry es metilo; o R, es un heteroarilo de la Férmuia (1.2), en donde

(11.3), en donde Res, R;, Y Rs son hidrégeno; 0 R4 es un heteroarilo de
la Férmula (I.4), en donde Rs, R;, Y Rs son hidrégeno; 0 R4 es uyn

heteroarilo de la Formula (11.5), en donde R, Rz, ¥ Rs son hidrogeno.
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2. R, es alquilo, de preferencia butilo normal, o cicloalquilo, A
de preferencia cicloalquilo de 3a 7 atomos de carbono, tal como
ciclohexilo, ciclopropilo, o ciclopentilo.

3. Rs; es halégenoc, de preferencia fluor.

Utilidad

Los compuestos de la presente invencién se pueden utilizar
para el tratamiento o la prevencién de trastornos infecciosos
ocasionados por una variedad de organismos bacterianos o
procarioticos. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, bacterias
aerobicas y anaerdbicas gram-positivas y gram-negativas, incluyendo
Staphylococci, por ejemplo, S. aureus y S. epidermidis; Enterococci,
por ejemplo, £ faecalis y E. faecium; Streptococci, por ejemplo, S.
pneumoniae; Haemophilus, por ejemplo, H. influenza; Moraxelia, por
ejemplo, M. catarrhalis; y Escherichia, por ejemplo, E. coli. Otros
ejemplos incluyen Mycobacteria, por ejemplo, M. tuberculosis:
microbios intercelulares, por ejemplo, Chlamydia y Rickeltsiae; y
Mycoplasma, por ejemplo, M. pneumoniae;, y Pseudomonas, por
ejemplo, P. aeruginosa; H. pylori; y parasitos, por ejemplo,
Plasmodium falciparum.

Los compuestos de la presente invenciéon de preferencia tienen
una mejora sustancial en la eficacia microbiolégica contra las
bacterias gram-positivas o gram-negativas. De wuna manera
especifica, los compuestos de la presente invencion tienen una
mejora significativa en su espectro de actividad microbiclégica, al

tener una mejor inhibicion de las bacterias gram-negativas y/o gram-
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positivas, tales como H. influenza y S. pneumoniae. Por ejemplo,
cuando, en un ejemplo, el indice comparativo promedioc (ACI) es
mayor de 3 pasos de dilucion para la mejor inhibicién de H.
influenza, y adicionalmente muestra un ACI| de 0.4 pasos de dilucién
para la mejor inhibicién de S. pneumonia. En otro ejemplo, el AC! es
de3d pasos de dilucion para la mejor inhibicién de S. pneumonia, y
adicionalmente muestra un ACI| de 1.2 pasos de dilucion para la
mejor inhibicidon de H. influenza.

Los compuestos de la invencidon también tienen de preferencia
una mejor seguridad, toxicidad, y propiedades farmacocinéticas, por
ejemplo, una disminucién o eliminacion de los eventos adversos
potenciales en seres humanos en relacién con los compuestos de la
tecnica anterior.

En un aspecto, se proporcionan composiciones para el
tratamiento o la prevenciéon de trastornos infecciosos, los cuales
comprenden un compuesto de la invencion, una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, o un pro-farmaco del
mismo, como se da a conocer en la presente, en combinacién con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra modalidad, estas
composiciones incluyen ademas otro agente terapéutico.

En otro aspecto, se proporciona una cantidad de dosificaciéon
de un compuestc de la invencién, una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o un pro-farmaco del mismo, como se da a
conocer en la presente, en una cantidad efectiva para el tratamiento,

la prevencion, o el alivic de un trastorno, tal como un trastorno
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infeccioso. Estos compuestos o derivados de |los mismos se pueden.’
rastrear para determinar su actividad contra diferentes agentes
microbianos, y las dosificaciones apropiadas se pueden determinar
empleando los métodos dispenibles en este campo.

Los compuestos de la invencién se pueden utilizar para tratar a
un sujeto can el fin de tratar, prevenir, o reducir la severidad de una
infeccion. Los sujetos incluyen animales, plantas, productos
sanguineos, cultivos, y superficies tales como aquéllas del equipo
medico o de investigacion, tales como vidrio, agujas, equipo
quirurgico y tuberia, y los objetos pretendidos para implantarse
temporalmente o de una manera permanente en un organismo. Los
animales preferidos incluyen mamiferos, por ejemplo ratones, ratas,
gatos, perros, vacas, ovejas, cerdos, caballos, puercos, primates,
tales como monos Rhesus, chimpancés, gorilas, y mas
preferiblemente seres humanos. El tratamiento de un sujeto incluye,
pero no se limita a, la prevencién, reduccion, o eliminacién de los
sintomas clinicos ocasionados por una infeccién de un sujeto por un
microorganismo; la prevencién, reduccidon, o eliminacién de una
infeccion de un sujeto por un microorganismo; o la prevencidn,
reduccién, o eliminacién de la contaminacién de un sujeto por un
microorganismo. El microorganismo involucrado es de preferencia un
procariote, y mas preferiblemente una bacteria.

En un aspecto, se proporcionan meétodos para el tratamiento o
la prevencién de un trastorno infeccioso en un sujeto, tal como un

ser humano u otro sujeto animal, que responda a la inhibiciéon de la
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peptidil-desformilasa, mediante la administracion al sujeto de una
cantidad inhibidora efectiva de peptidil-desformilasa de un
compuesto de la invencion, una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, o un pro-farmaco del mismo. En una modalidad, el compuesto
0 su derivado se administra en una forma farmacéuticamente
aceptable, opcionalmente en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. El compuesto de la invencion, la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o el pro-farmaco del mismo, se puede
administrar solo o en combinacién con otro agente terapéutico. Los
ejemplos de estos agentes terapéuticos incluyen, pero no se limitan
a, B-lactama, quinolona, macrélido, glicopéptido, y oxazolidinona.
Como se utiliza en |la presente, un “trastorno infeccioso” es cualquier
trastorno caracterizado por la presencia de una infeccion microbiana,
tal como la presencia de bacterias. Estos trastornos infecciosos
incluyen, por ejemplo, infecciones del sistema nervioso central,
infecciones del oido externo, infecciones del oido medio, tales como
otitis media aguda, infecciones de los senos craneales, infecciones
de los ojos, infecciones de la cavidad oral, tales como infecciones de
los dientes, de las encias, y de la mucosa; infecciones del tracto
respiratorio superior, infecciones del tracto respiratorio inferior,
infecciones genitourinarias, infecciones gastrointestinales,
infecciones ginecolégicas, septicemia, infecciones de los huesos y
de las articulaciones, infecciones de la piel y de la estructura de la
piel, endocarditis bacteriana, quemaduras, profilaxis antibacteriana

de cirugia, profilaxis antibacteriana en los pacientes
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inmuncsuprimidos, tales como fos pacientes que reciban
quimioterapia de cancer, o pacientes de trasplante de o6rganos, y
enfermedades cronicas ocasionadas por organismos infecciosos, por
ejemplo arterioesclerosis. Los compuestos y las composiciones que
comprenden a los compuestos se pueden administrar por vias tales
cemo tépicamente, Iocalrhente, o sistémicamente. La aplicacion
sistémica incluye cualquier método de introduccion del compuesto en
los tejidos del cuerpo, por ejemplo la administracién intratecal,
epidurat, intramuscular, transdérmica, intravenosa, intraperitoneal,
subcutanea, sublingual, nasal, vaginal, rectal, y oral. La dosificacion
especifica del antimicrobiano que se vaya a administrar, asi como la
duracién del tratamiento, se pueden ajustar como sea necesario.

En otro aspecto de la presente invencidén, se proporcionan
métodos para inhibir la peptidil-desformilasa. En una modalidad, el
método comprende administrar a un sujeto que lo necesite, una
cantidad inhibidora de peptidil-desformilasa efectiva de un
compuesto de la Férmula (l), una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, o un pro-farmaco del mismo. Los términos “sujeto” vy
“cantidad inhibidora de peptidil-desformilasa efectiva”, son como se
definen anteriormente.

En todavia otro aspecto de la invencion, se proporciona
también el uso de un compuesto de la Féormula (I) como se define
anteriormente, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un
pro-farmaco del mismo, en la preparacién de un medicamento para

utilizarse en el tratamiento de las enfermedades mediadas por la
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peptidil-desformilasa. \}

Administracion y Composicién Farmacéutica

La presente invencidén también proporciona composiciones
farmacéuticas que comprenden un compuesto de N-formil-
hidroxilamina bioactivo, una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, o} un'  pro-farmaco del mismo, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Las composiciones de la invencidn
incluyen aquéllas en una forma adaptada para uso oral, topico, o
parenteral, y se pueden utilizar para el tratamiento de infeccidn
bacteriana en un sujéto, tal como animales, de preferencia
mamiferos, mas preferiblemente seres humanos. Las composiciones
farmacéuticas pueden incluir ademas otro agente terapéutico, como
se describe mas adelante.

Los compuestos antibidticos, también referidos en la presente
como compuestos antimicrobianos, de acuerdo con la invencion, se
pueden formular para su administracion de cualquier manera
conveniente para utilizarse en medicina humana o veterinaria, por
analogia con otros antibiéticos. Estos métodos son conocidos en la
materia (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences,
Easton, PA: Mack Publishing Co.), y no se describen con detalle en
la presente.

La composicion se puede formular para su administracién por
cualquier via conocida en este campo, tal como subdérmica, por
inhalacidén, oral, toépica, o parenteral. Las composiciones pueden

estar en cualquier forma conocida en la técnica, incluyendo, pero no
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limitdndose a, tabletas, capsuias, obleas, fusiones rapidas (si
obleas), polvos, granulos, grageas, cremas, O preparaciones
liguidas, tales como soluciones o suspensiones orales o parenterales
estériles. Los compuestos también se pueden administrar en
formulaciones lipocsomales, micelares, o en microemulsién. Los
compuestos tambien se pueden administrar como pro-farmacos, en
donde el pro-farmaco administrado sufre una biotransformacién en el
mamifero tratado, hasta una forma que es biolédgicamente activa.

Las formulaciones topicas de la presente invencién se pueden

presentar, por ejemplo, como unguentos, cremas o lociones,

soluciones, baisamos, emulsiones, emplastes, unglentos para !os
ojos, y gotas para los ojos y para los oidos, parches impregnados,
parches transdérmicos, rociocs y aerosoles, y pueden contener
aditivos convencionales apropiados, tales como conservadores,
solventes para ayudar a la penetracidn del farmaco, y emolientes en
los unglentos y cremas.

Las formulaciones también pueden contener vehiculos
convencionales compatibles, tales como bases para cremas o
unglentos, y etanol o alcohol oleilico para las lociones. Estos
vehiculos pueden estar presentes, por ejemplo, de aproximadamente
el 1 por ciento hasta aproximadamente el 99 por ciento de la
formulacion. Por ejemplo, pueden formar hasta aproximadamente el
80 por ciento de la formulacion.

Las tabletas y capsulas para administracién oral pueden estar

en una forma de presentacidén en dosis unitaria, y pueden contener
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excipientes convencionales, tales como agentes aglutinantes, por
ejemplo jarabe, acacia, gelatina, sorbitol, tragacanto, o polivinil-
pirrolidona; rellenos, por ejemplo lactosa, azucar, almidén de maiz,
fosfato de calcio, sorbitol, o glicina; lubricantes de formaciéon de
tabletas, por ejemplo estearato de magnesio, talco, polietilenglicol, o
silice, desintegrantes, por ejemplo almidén de papa; o agentes
humectantes aceptables, tales como lauril-sulfato de sodio. Las
tabletas se pueden recubrir de acuerdo con los métodos bien
conocidos en la practica farmacéutica estandar.

Las preparaciones liquidas orales pueden estar en la forma, por
ejemplo, de suspensiones, soluciones, emulsiones, jarabes, o
elixires acuosos u oleosos, o se pueden presentar como un producto
seco para reconstituirse con agua o con otro vehiculo adecuado
antes de usarse. Estas preparaciones liquidas pueden contener
aditivos convencionales, tales como agentes de suspension, por
ejemplo sorbitol, metil-celulosa, jarabe de glucosa, gelatina, hidroxi-
etil-celulosa, carboxi-metil-celulosa, gel de estearato de aluminio, o
grasas comestibles hidrogenadas; agentes emulsionantes, por
ejemplo lecitina, mono-oleato de sorbitan, o acacia: vehiculos no
acuosos (los cuales pueden incluir aceites comestibles), por ejemplo,
aceite de almendra, ésteres oleosos, tales como glicerina,
propilenglicol, o alcohol etilico; conservadores, por ejempio p-
hidroxi-benzoato de metilo o de propilo, o acido sérbico, y si se
desea, agentes saborizantes o colorantes convencionales.

Para la administracién parenteral, las formas de dosificacion
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unitaria fluidas se preparan utilizando el compuesto y un vehicllo /'
estéril, prefiriéndose agua. El compuesto, dependiendo del véhiculo
y de la concentracién utilizada, se puede suspender o disolver en el
vehiculo o en otro solvente adecuado. En la preparacion de
soluciones, el compuesto se puede disolver en agua para inyeccion,
y se puede esterilizar con filtro antes de rellenarse en un frasco o
ampolleta adecuada, y de sellarse. De una manera conveniente, en
el vehiculo se pueden disolver agentes tales como un conservador
de anestésico local, y agentes reguladores del pH. Con el objeto de
mejorar la estabilidad, la composicidon se puede congelar después de
reltenarse en el frasco y de remover el agua al vacio. Entonces el
polvo liofilizado seco se sella en el frasco, y se puede suministrar un
frasco acompafante de agua para inyeccién con el fin de reconstituir
el liquido antes de wusarse. Las suspensiones parenterales se
preparan.sustancialmente de la misma manera, excepto que el
compuesto se suspende en el vehiculo en lugar de disclverse, y la
esterilizacion no se puede llevar a cabo mediante filtracién. E|
compuesto se puede esterilizar mediante su exposiciéon a éxido de
etilenc antes de suspenderse en el vehiculo estéril. De una manera
conveniente, se incluye un tensoactivo o agente humectante en la
composicién para facilitar la distribucién uniforme del compuesto.
Las composiciones pueden contener, por ejemplo, de
aproximadamente el 0.1 por ciento en peso a aproximadamente el 99
por ciento en peso, por ejemplo de aproximadamente el 10 al 60 por

ciento en peso de! material activo, dependiendo del meétodo de
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administracion. Cuando las composiciones comprenden unidades de
dosificacién, cada unidad contendra, por ejemplo, de
aproximadamente 1 a 1,000 miligramos del ingrediente activo. La
dosificacion, como se emplea para el tratamiento de seres humanos
adultos, estara en el intervalo, por ejemplo, de aproximadamente 1 a
3,000 miligramos al dia, por ejemplo de 1,500 miligramos al dia,
dependiendo de l|la via y frecuencia de administracién. Esta
dosificacion corresponde a de aproximadamente 0.015 a 50
miligramos/kilogramo al dia. Adecuadamente, por ejemplo, la
dosificacion es de aproximadamente 5 a 20 miligramoslkiloéramo al
dia.
Las formulaciones farmacéuticas representativas que contienen
un compuesto de la Formula | se describen en seguida.
La presente invencion también proporciona un proceso para la
preparacién de un compuesto de la invencién, por ejemplo un
compuesto de Ila Formula (l), cuyo proceso comprende hacer

reaccionar un compuesto de la Formula (V):

H

0
Y R1 R2
N OH
o}
(V)

en donde R, y R; son como se definen anteriormente, e Y es un
grupo protector de hidroxilo, o un derivado funcional del mismo, con

un compuesto de la Farmula (VI):
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(V1)

en donde Rz y R; son como se definen anteriormente, y n es
igual a 1, y cuando se requiera, convertir los compuestos resultantes
obtenidos en forma libre hasta las formas de sal, o viceversa.

Los derivados funcionales de los compuestos de la Férmula (V)
incluyen, por ejemplo, cloruro de acido, anhidrido de acido, o un
ester activado.

Las reacciones anteriores se pueden llevar a cabo de acuerdo
con los metodos conocidos en la técnica, 0 como se da a conocer en
los Ejemplos que se encuentran mas adelante. La reaccién
convenientemente se puede llevar a cabo en la presencia de una
base, y luego es seguida por hidrogenacion, de preferencia en la
presencia de un catalizador de hidrogenacién. Las bases adecuadas
incluyen, por ejemplo, base de Hunig (es decir, di-isopropil-etil-
amina), y bases inorganicas, tales como bicarbonato de sodio. El
catalizador de hidrogenacion, de preferencia un catalizador de
paladio, por ejemplo paladio sobre carbdén o negro de paladio, se
puede agregar entonces al producto resultante, por ejemplo, después
de la concentracidn, y se agita bajo una atmésfera de hidrégeno, por
ejemplo, durante aproximadamente 16 a aproximadamente 24 horas.

El catalizador de paladio se puede agregar de preferencia de
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aproximadamente el 5 por ciento molar a aproximadamente el 10 por
ciento molar del producto concentrado.

Los compuestos de la Férmula (V), utilizados como materiales
de partida, se pueden preparar, por ejemplo, mediante la reaccién de

un compuesto de la Férmula (Vil):

(0 H ° o
Ve
\ I
0 ,

(Vi)

en donde R;, Rz, € Y son como se definen anteriormente, por
ejemplo bajo condiciones basicas suaves, por ejemplo como se
conoce en este campo. Tipicamente, esta reaccion se puede llevar a
cabo disotviendo el compuesto de fa Formula (VIl), por ejemplo en
una mezcla de un solvente inerte, tal como tetrahidrofurano, N,N-
dimetil-formamida, tolueno, dioxano, o CH,Cl,, y agua, y se agrega
peroxido de hidrogeno, y luego una soluciéon acuosa de la base en
agua a la mezcla enfriada. Los ejemplos de la base incluyen, por
ejemplo, bicarbonato de sodio, hidréoxido de litio, hidrdéxido de sodio,
y similares. La base se puede utilizar de preferencia en de
aproximadamente 1.1 a aproximadamente 1.5 equivalentes al
compuesto de la Férmula (Vil).

Los compuestos de la Formula (VIl) se pueden producir, por

ejemplo, mediante la reaccion de un compuesto de la Férmula (VIII},
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en donde R4, Rz, € Y son como se definen anteriormente, con acido
férmico como se conoce en este campo. La reaccion tipicamente se
puede llevar a cabo, por ejemplo, a 0°C, mediante la adicion de una
solucidén de anhidrido acético en acido féormico a una solucidon de un

compuesto de la Férmula (VIil) en acido formico.

/\T’ N‘._-s —_ \B /-N# R )
V7

(X) (X1) (X11)
Los compuestos de la Férmula (VIll) se pueden preparar, por
ejemplo, mediante la reaccion de un compuesto de la Formula (1X),
en donde R,;, R;, e Y son como se definen anteriormente, con una
solucion de acido p-toluen-sulféonico, en un solvente organico inerte,
y una solucidén de Na,COQ,;, por ejemplo 1M, como se conoce en Ia
materia.
Los compuestos de la Férmula (IX) se pueden preparar, por
ejemplo, mediante la reaccién de un compuesto de la Férmula (X), en
donde R; es como se define anteriormente, con un compuesto

hidroxi-protegido de la Férmula (X!), en donde Y es arilo, alquilo,
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aralquilo, o sililo, como se conoce en ia técnica. \

El compuesto de la Féormula (X) se puede producir, por ejemplo,
mediante la reaccién de un compuesto de la Férmula (XIl) con
cloruro de pivaloilo, en donde R, es como se define anteriormente,
como se conoce en este campo.

Hasta donde no se describa particularmente la produccién de
los materiales de partida, los compuestos son conocidos o se pueden
preparar de una manera analoga a los métodos conocidos en la
técnica, o como se da a conocer en los Ejemplos que se encuentran
posteriormente en |la presente.

Todas las patentes, solicitudes de patente, y publicaciones
citadas en esta solicitud, se incorporan a la presente como
referencia en su totalidad para todos los propodsitos, hasta el mismo
grado como si cada patente, solicitud de patente, o publicacion
individual fuera asi denotada individualmente.

Se utilizan las siguientes abreviaturas:

AcOH, HOAC = Acido acético.

Ac,O = Anhidrido acético.
BOC, Boc = Terbutiloxi-carbonilo.
DCM = Dicloro-metano.

DIEA = Di-isopropil-etil-amina.
DMF = Dimetil-formamida.
DMSO = Sulféoxido de dimetilo.
Et = Etilo.

EtCAc = Acetato de etilo.
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Fmoc, FMOC = 9-fluorenil-metiloxi-carbonilo.

HATU = Hexafluorofosfato de O-(7-aza-benzotriazol-1-
i})-N,N,N'" N'-tetrametil-uronio.

MCPBA = Acido meta-cloroperoxi-benzoico.

Me = Metilo.

MeOH = Metanol.

MMP = Metaloproteinasa de matriz.

NVOM = Nitroveratriloxi-metil-éter.

p-TSA = Acido p-toluen-sulfénico.

RT = Temperatura ambiente.

TFA = Acido trifluoro-acético.

tBu = Butilo terciario.

THF = Tetrahidrofurano.

THP = 2-tetrahidropiranilo.

Acido toluen-sulfonico.

TsOH 6 p-TSA

ESQUEMA SINTETICO GENERAL

Los compuestos de esta invencién se pueden hacer mediante
los metodos ilustrados en los esquemas de reaccion mostrados mas
adelante.

Los materiales de partida y reactivos utilizados en la
preparacion de estos compuestos estan disponibles con los
proveedores comerciales, tales como Aldrich Chemical Co.
(Milwaukee, Wisconsin, EUA), Bachem (Torrance, California, EUA),
Emka-Chemie, o Sigma (St. Louis, Missouri, EUA), o bien se

preparan mediante los métodos conocidos por los expertos en este
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campo, siguiendo los procedimientos estipulados en las referencias,
tales como Fieser y Fieser's Reagents for Organic Synthesis,
Volumenes 1-15 (John Wiley and Sons, 1991); Rodd's Chemistry of
Carbon Compounds, Volumenes 1-5 y Suplementos (Elsevier Science
Publishers, 1989), Organic Reactions, Volumenes 1-40 (John Witey
and Sons, 1991), March's Advanced Organic Chemistry, (John Wiley
and Sons, 4% Edicién), y Larock's Comprehensive Organic
Transformations (VCH Publishers Inc., 1989). Estos esquemas son
meramente iiustratives de algunos métodos mediante los cuales se
pueden sintetizar los compuestos de esta invencion, y se pueden
hacer diferentes modificaciones a estos esquemas, y seran sugeridas
para un experto en la tecnica habiéndose referido a esta divulgacidn.
Los materiales de partida y los intermediarios de la reaccidén se
pueden aislar y purificar, si se desea, empleando técnicas
convencionales, incluyendo, pero no limitandose a, filtracidn,
destilacion, cristalizacion, cromatografia, y similares. Estos
materiales se pueden caracterizar empleando medios
convencionales, incluyendo las constantes fisicas y los datos
espectrales.

Preparacién de los Compuestos de la Formula (I)

Los compuestos de |la Férmula (l) se pueden preparar mediante
metodos bien conocidos en la técnica de la quimica organica. Los
procedimientos sintéticos representativos para la preparacidén de los
compuestos de la presente invencién se ilustran y se describen con

detalle mas adelante. Por ejemplo, los compuestos de la Férmula (1)
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se pueden preparar como se describe en los siguientes Esquemas A-
B.

Procedimiento General A: Sintesis de la amida del acido 1-{2(R)-

[(formil-hidroxi-amino)-metil]-alcanoil}-pirrolidin-2(S)-carboxilico:

ol

1 Hy

R.-COM CHz0, PIPeridina Ry CO# L g S
Los ~tom e Uy 1 '

A-2 3

A-1 | ‘@ A-3 \©

.
)
R %
1) p-TSA/EtOAC HCOH
Bno'n*"\g’z? . B0’ "*3 Aco;
2) 1M NaxCOs 4 2
A4 A- \©
%
1)" " {HATU
o ) LIOH 04 ad™ - H '
Brb‘*%;? _— Buo"kj\g/’" 2) Hy, PAC H}';W (n)
© el
A A7 A-9
X=CH, S
n=0,1,2

Paso 1: Acido 2-n-butil-acrilico (A-2).

A una solucion del acido alquil-malénico A-1 (R = butilo normal
(107.4 milimoles)) en etanol (200 mililitros), se le agrega piperidina
812.7 mililitros, 128.8 milimoles, 1.2 equivalentes), y formaldehido
acuoso al 37 por ciento (40.0 mililitros, 536.9 milimoles, 5
equivalentes). La solucidn se calienta a 80°C, durante cuyo tiempo,
aparece un precipitado, y luego se vuelve a disolver gradualmente
durante 1 hora. La mezcla de reaccion se agita a 80°C durante la
noche, y luego se enfria a temperatura ambiente (rt). Los solventes
se remueven bajo presién reducida, y el residuo se disuelve en

acetato de etilo, se tava sucesivamente con HCI 1M y salmuera, se
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seca sobre Na,S0O, anhidro y se filtra. E! filtrado se concentra para
dar el compuesto del titulo A2 como un aceite transparente.
Paso 2: 4-bencil-3-(2-butil-acriloil)-oxazolidin-2-ona (A-3).

El acido 2-n-butil-acrilico (9.90 gramos, 77.2 milimoles, y 1
equivalente) se disuelve en tetrahidrofurano seco (260 mililitros), y
se enfria a -78°C bajo un manto de nitrégeno. Se agregan base de
Hunig (17.5 mililitros, 100.4 milimoles, 1.3 equivalentes) y cloruro de
pivaloilo (9.5 mililitros, 77.2 milimoles, 1 equivalente-), a una
velocidad’ tal que la temperatura permanece debajo de -60°C. La
mezcla se agita a -78°C durante 30 minutos, se calienta a
temperatura ambiente durante 2 horas, y finalmente se vuelve a
enfriar a -78°C.

En un matraz separado, la (S)-(-)-4-bencil-2-oxazolidinona
(13.49 gramos, 77.24 milimoles) se disuelve en tetrahidrofurano seco
(150 mililitros), y se enfria a -78°C bajo un manto de nitrégeno. Se
agrega lentamente n-butil-litio (solucién de 2.5M en hexanos, 30.9
mililitros, 77.2 milimoles, 1 equivalente) a -78°C, y la mezcla se agita
durante 30 minutos a temperatura ambiente. E|l anidon resultante se
transfiere lentamente por medio de una canula al recipiente de
reaccion original. La mezcla se deja calentar a temperatura
ambiente, y se agita durante la noche a temperatura ambiente. La
reaccion se apaga con KHCO; 1M, y los solventes se remueven bajo
presion reducida. El residuo se divide entre acetato de etilo y agua.
La capa organica se lava con salmuera, se seca sobre Na,SO,

anhidro, se filtra, y se concentra, para dar un aceite amarillo, el cual

/\C\/
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se purifica mediante cromatografia por evaporaciéon instantanea
(hexano:acetato de etilo = 4:1), para proporcionar el compuesto del
titulo A3 como un sélido blanco (15.0 gramos, 52.2 milimoles, 68 por
ciento).

Paso 3: 4-bencil-3-[2-benciloxi-amino-metil)-hexanoil]-oxazolidin-
2-ona (sal de acido p-toluen-sulfénico).

El com'puesto A3 (8.25 gramos, 28.7 milimoles) se mezcla con
O-bencil-hidroxilamina (7.07 gramos, 57.4 milimoles, 2 equivaientes),
y se agita durante 40 horas a temperatura ambiente bajo nitrégeno.
La mezcla se disuelve en acetato de etilo, y se agrega acido p-
toluen-sulfénico (21.84 gramos, 114.8 milimoles, 4 equivalentes)
para precipitar el exceso de O-bencil-hidroxilamina como un soélido
blanco. El sé6lido blanco se filtra, y el filtrado se concentra para dar
un aceite amarillo crudo (el analisis de HPLC indicé una peguefia
traza de material de partida). La carga del aceite amarillo crudo con
un exceso de dietil-éter, y el enfriamiento a 0°C durante 30 minutos,
dan un sdlido, el cual se recolecta mediante filtracién, y se seca al
vacio, para proporcionar el compuestoc del titulo como un sélido
cristalino blanco (un sclo diasteredomero).

Paso 4: 4-bencil-3-[2-(benciloxi-amino-metil]-hexanoil]-oxazolidin-
2-ona (A-5).

A una solucién de la sal de p-TSA (22.9 gramos, 39.3
milimoles) disuelta en acetato de etilo (400 mililitros), se le agregd
Na,CO; 1M (200 mililitros, 5 equivalentes), y se agité a temperatura

ambiente durante 30 minutos. Las capas se separaron, y la capa
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acuosa se extrajo con lacetato de etilo. lLas capas organicas
combinadas se secaron sobre Na,S$O, anhidro, se filtraron, y se
concentraron, para dar el compuesto del titulo como un aceite palido
opaco (15.8 gramos, 36.6 milimoles, 98 por ciento).
Paso 5: N-[2-(4-bencil-2-ox0-oxazolidin-3-carbonil)-hexil]-N-
benciloxi-formamida (A-6).

Una solucién del compuesto A-5 (5.38 gramos, 13.1 milimoles,
1 equivalente) en acido farmico (7.4 mililitros, 196.6 milimoles, 15
equivaientes) se enfria a 0°C bajo un manto de nitrégeno. En un
matraz separado, el acido formico (7.4 mililitros, 196.6 milimoles, 15
equivalentes) se enfria a 0°C bajo un manto de nitrégeno, y se
agrega por goteo anhidrido acético (2.47 mililitros, 26.2 milimoles, 2
equivalentes). La soluciéon se agita a 0°C durante 15 minutos. El
anhidrido mixto resultante se transfiere lentamente mediante una
jeringa al recipiente de reaccion original. La mezcla se agita a 0°C
durante 1 hora, y luego a temperatura ambiente durante 3 horas. La
mezcla se concentra, se absorbe en dicloro-metano, y se lava
sucesivamente con NaHCO; saturado y salmuera. La capa organica
se seca sobre Na,S0, anh~idro, se filtra, y se concentra, para dar un
aceite opaco, el cual se purifica mediante cromatografia por
evaporacion instantanea (hexanoc:acetato de etilo = 2:1, y luego
dicloro-metano:acetona = 9:1), para dar el compuesto del titulo como
un aceite incoloro.
Paso 6: Acido 2-[(benci1ioxi-formiI-amino)—metil]-hexanoico (A-7).

El compuesto A-6 (0.163 gramos, 0.372 milimoles, 1
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equivalente) se disuelve én tetrahidrofurano (4.5 mililitros) y agua
(1.5 mililitros), y se enfria a 0°C. Se agrega por goteo perdxido de
hidrégeno (al 30 por ciento en agua, 228 microlitros, 2.23 milimoles,
6 equivalentes), seguido por la adiciéon lenta de una solucion de
hidroxido de litio (0.019 gramos, 0.446 milimoles, 1.2 equivalentes)
en agua (350 microlitros). La mezcla resultante se agita a 0°C
durante 1.5 horas. La mezcla de reaccidn basica se apaga con resina
Amberlite IR-120 (H") a un pH de 4 a 5, a 0°C. La resina se filtra y se
enjuaga con acetato de etilo. La mezcla se concentra para remover
el tetrahidrofurano, y luego se absorbe en acetato de etilo. La capa
acuosa se separa, y la capa orgénica se seca sobre Na,SO, anhidro,
se filtra y se concentra, para dar un aceite opaco, el cual se purifica
mediante cromatografia por evaporacién instantanea (dicloro-
metano acetona = 4:1, y luego acetona:metanol = 99:1), para
proporcionar el compuesto del titulo A7 como un aceite incoloro.
Paso 7: Amida de! acido 1-[2-{(benciloxi-formil-amino)-metil]-
hexanoil}-pirrolidin-2-carboxilico.

A una solucién del compuesto A-7 (0.90 gramos, 0.680
milimoles, 1 equivalente) en dioxano seco (4 mililitros)a temperatura
ambiente, bajo nitrogeno, se (e agregan sucesivamente base de
Hunig (391 microlitros, 2.24 milimoles, 3.3 equivalentes), la amina A-
8 (0.748 milimoles, 1.1 equivalentes), y HATU (0.284 gramos, 0.748
milimoles, 1.1 equivalentes). La m/ee/;cla resultante se agita a
temperatura ambiente durante 22 ho‘ras. La mezcla se divide entre

acetato de etilo y acido citrico al 10 por ciento. La capa organica se
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lava con salmuera y NaHCO; saturado, se seca sobre Na,;S
anhidro, se filtra, y se concentra. El residuo se purifica mediante
cromatografia por evaporacion instantanea (dicloro-metano:acetona
= 3:1), para dar el compuesto del titulo como un aceite incoloro.
Paso 2: Amida del acido 1-{2-[(formil-hidroxi-amino)-metil]-
hexanoil}-pirrolidin-2-carboxilico (A-9).

Se agrega Pd-C (0.059 gramos, 0.1 equivalentes) a una
solucién del compuesto anterior (0.550 milimoles, 1 equivalente)}, en
una sclucién de 1:1 de acetato de etilo/etanol (12 mililitros) bajo un
manto de nitrégeno. La mezcla se agita bajo una atmésfera de
hidrogeno 'durante 36 horas. El catalizador se remueve mediante
filtracion a través de un cojin de Celite. El filtrado se concentra, y el
residuo se purifica mediante TLC de preparacién (dicloro-
metanc:acetona = 2:1), para dar el compuesto del titulo como un
solido amorfo (0.121 gramos, 0.334 milimoles, 61 por ciento).

Procedimiento General B: Sintesis del éster de 1-{2{R})-

[(formil-hidroxi-amino)-metil]-alcanoil}-pirrolidin-2(S)-carboxilato

HN_-(n)
1) I I HATU
- of ORy
e Ao’ MG
o . H_ N,
,N\j\n,DH N’ (n)
BnO i 2) Hg, PA/C o
o~ O-R4
AT - A1

X = CHgy, -S-, -CH(OH)-, -CH(OR)-, -CF,-, 6 -CH(F)-; n = de 0 a 3.
Paso 1: Ester del a&cido 1-{2-[(benciloxi-formil-amino)}-metil]-

hexanoil}-pirrolidin-2-carboxilico.

0
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A una solucion del compuesto A-7 (0.680 milimoles, 1\
equivalente) en dioxano seco (4 mililitros) a temperatura ambiente,
bajo nitrégeno, se le agregan sucesivamente base de Hunig (391
microlitros, 2.24 milimoles, 3.3 equivalentes), la amina A-10 (0.748
milimoles, 1.1 equivalentes), y HATU (0.284 gramos, 0.748
milimoles, 1.1 equivalentes). El procesamiento y la purificacion
usuales proporcionan el compuesto del titulo.

Paso 2: Ester del acido 1-{2-[(formil-hidroxi-amino)-metil]-
hexanoil}-pirrolidin-2-carboxilico (A-11).

Se agrega Pd-C (0.059 gramos, 0.1 equivalentes) a una
solucion del compuesto anterior (0.550 milimoles) en una solucion de
1:1 de acetato de etilo/etanol (12 mililitros) bajo un manto de
nitrogeno. La mezcla se agita bajo una atmodsfera de hidrégeno
durante 36 horas. El catalizador se remueve mediante filtracién a
través de un cojin ae Celite. El filtrado se concentra, y el residuo se
purifica mediante TLC de preparaciéon (dicloro-metano:acetona =
2:1), para dar el compuesto del titulo.

Procedimiento General C: Preparacién de la piridin-2-il-

amida del acido pirrolidin-2-S-carboxilico {A-8) (X = CH;, n=1, R,
= 2-piridilo).

Paso 1: Bencil-éster del acido 2-S-(piridin-2-il-carbamoil)-

IO

pirrolidin-1-carboxilico.
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Una soluciéon del Z-procloruro (5.0 gramos, 18.7 milimoles, 1
equivalente) en piridina (40 mililitros) se enfria a 0°C bajo un manto
de nitrégeno. Se agrega por goteo 2-amino-piridina (5.27 gramos,
56.0 milimoles, 3 equivalentes) en piridina (10 mililitros). La mezcla
resultante se agita a temperatura ambiente durante 4 horas, y luego
se concentra. El aceite residual se disuelve en acetato de etilo, y se
lava sucesivamente con agua, acido citrico al 10 por ciento, NaHCO;
saturado, y salmuera. La capa organica se seca sobre Na,SO,
anhidro, se filtra, y se concentra, para dar el compuesto del titulo
(4.21 gramos, 13.0 milimoles, 69 por ciento) como un sélido opaco.
Paso 2: Sal de acido bromhidrico de la (piridin-2-il)-amida del
acido pirrolidin-2-S-carboxilico.

HBr. HN 7 \

v SN
A-13

Una solucion del compuesto anterior (4.21 gramos, 13.0
milimoies, 1 equivalente) en acido acético (65 mililitros) a
temperatura ambiente, se trata con HBr (5.7 M, al 33 por ciento en
acido acetico, 110 mililitros, 649 milimoles, 50 equivalentes), y la
mezcla se agita a temperatura ambiente durante 2 horas. La carga
de la mezcla de reaccidn con un exceso de dietil-éter, y el
enfriamiento a 0°C durante 30 minutos, dan un sélido, el cual se
recolecta mediante filtracién, y se seca al vacio, para proporcionar el

compuesto del titulo como un polvo castario.

\
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Procedimiento General D; 5-(metil-piridin-2-il)-amida del

acido 4-R-hidroxi-pirrolidin-2-S-.carboxilico.

Q oH

El acoplamiento de la prolina protegida por O-terbutilo (1
milimol) con la 5-picolina (1.5 milimoles) en dimetil-formamida (5
mililitros) bajo HATU (1.3 milimoles) y la condicién con N, N-di-
isopropil-etil-amina (5 milimoles), seguido por la remocién del O-
terbutilo con acido trifluoro-acético/dicloro-etano (1:1), proporcionan
el compuesto del titulo en un rendimiento del 85 por ciento.

Procedimiento General E: (5-metil-piridin-2-il)-amida del

acido 4-S-fluoro-pirrolidin-2-S-carboxilico.

HN

N
—

o
A-15

El compuesto de hidroxilo anterior (2 milimoles) en cloruro de
metileno (20 mililitros) se trata'con trifluoruro de N’ N-dietil-amino-
azufre (DAST; 4 milimoles) a -70°C. Luego la mezcla de reaccidon se
deja agitandose a temperatura ambiente durante 16 horas, y se lava
con una solucién acuosa fria de bicarbonato de sodio, se seca, y se
concentra bajo presion reducida. Se purifica en cromatografia en

columna de gel de silice, para dar el derivado N-protegido, el cual,

\4
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después del tratamiento con HBr-AcOH, proporciona un compuesto
de amino.

Procedimiento General F: 2-metil-éster de 1-terbutil-éster

del acido 4-S-hidroxi-pirrolidin-1,2-dicarboxilico.

A-16
A una solucion del compuesto de trans-4-hidroxilo (1 milimol),
trifenii-fosfina (1.5 milimoles), y acido benzoico (1.5 milimoles) en
tetrahidrofurano (10 mililitros), se le agrega azo-dicarboxilato de
N,N-di-isopropilo (1.5 milimoles) en tetrahidrofurano (5 mililitros) por
goteo a 0°C. Se deja agitandose a temperatura ambiente durante 16
horas. El soivente se remueve bajo presion reducida, y el residuo se
disuelve en éter. Se enfria con hielo para precipitar el 6xido de
fosfina, el cual se remueve mediante filtracion, y el filtrado se
concentra bajo presién reducida. El material crudo se trata con
metoxido de sodio metanélico durante 2 horas a 0°C, para dar el

compuesto de cis-hidroxilo del tituto.

Procedimiento General G: (5-metil-piridin-2-jl)-amida del

acido 4-R-fluoro-pirrolidin-2-S-carboxilico.

g
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La fluoraciéon del cis-hidroxilo anterior proporciona el derivado
de trans-4-fluer, el cual, después de la saponificacion, da el acido
correspondiente. La amina se prepara a partir del terbutil-éster del
acido 4-R-fluoro-pirrolidin-1-carboxilico y la 5-metil-piridin-2-il-amina
bajo condiciones con HATU, para dar el derivado de amida de
prolina, el cual, después de su tratamiento con HCI 4M en dioxano,
proporciona la amina deseada.

Ejemplo 1: (5-fluoro-1-oxi-piridin-2-il)-amida del acido 1-[2-
ciclopentil-metil-3-(formil-hidroxi-amino)-propionil]-pirrolidin-2-

carboxilico.

OYH
N N ¢
HO - l
0 N
0 u l;l_
o]
A-18

El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimiento General A, a partir del acido 3-benciloxi-formil-amino-
2-ciclopentil-metil-propiénico A7 (R = ciclopentil-metiio), y la piridin-
2-il-amida del acido pirrolidin-2-carboxilico A-8 (X = CH,, n=1, R, =
5-fluoro-2-piridilo).

El acido 2-ciclopentil-metil-3-[formil-(tetrahidro-piran-2-iloxi)-
aminol]-propiénico se prepara a partir del acido ciclopentil-metil-

malonico, como se describe en seguida.
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Bromo-metil-ciclopentano

Q.

er
A-18a

Una solucion del ciclopentano-metanol (48.5 gramos, 484
milimoles), EtaN (88.0 mililitros, 831 milimoles), y tetrahidrofurano
anhidro (1 litro), se enfria a 4°C, y se agita bajo nitrogeno. Se
agrega lentamente cloruro de metan-sulfonilo (45.0 mililitros, 581
milimoles) a la solucidén en agitacién, mientras gque se mantiene a
10°C. La mezcla se agita durante 1 hora adicional a 10°C, y se
agrega lentamente LiBr (300.0 gramos, 3,454 milimoles)
(exotérmica). La mezcla de reacciéon se agita durante 16 horas
adicionales a temﬁeratura ambiente. Se agrega agua para disclver la
sal, y la mezcla se extrae con Et,O. Las capas de Et,O se combinan,
se secan sobre Na,S0O,, y se concentran cuidadosamente (a 25°C, y
a 100 torr). El producto crudo se purifica mediante destilacién al
vacio (35°C a 1 torr, y el compuesto deseado es la primera fraccion
que se va a recolectar). Esto da el bromo-metil-ciclopentano (31.4
gramos, rendimiento del 40 por ciento) como un aceite incoloro.

Acido 2-ciclopentil-metil-malénico

0 o
A-18b

Una solucion de malonato de dietilo (36.91 gramos, 230.4

&
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milimoles), metanol anhidro (400 mililitros), y NaOMe (al 25 por
ciento en metanol, 49.79 gramos, 230.4 milimoles), se agita a reflujo
durante 1 hora bajo nitrégeno. Se agrega a la mezcla el bromo-metil-
ciclopentano (31.31 gramos, 192.0 milimoles), y se agita durante 3
horas adicionales. Se agrega una solucion de NaOH (23.04 gramos,
576.0 milimoles) en agua (400 mililitros), y la mezcla se agita
durante 1 hora adicional a reflujo. La mezcla se enfria, se diluye con
agua, y se extrae con éter. La capa de éter se desecha, y la capa
acuosa se acidifica con HCI 1N a un pH = 1.La capa acuosa se
extrae con EtOAc. Las capas de EtOAc se combinan, se secan sobre
Na,S0O,4, y se concentran. Esto da el acido 2-ciclopentil-metil-
malonico (21.0 gramos, rendimiento del 59 por ciento) como un
solido blanco.

Acido 2-ciclopentil-metil-acrilico

0
A-18c

Una mezcla del a&cido 2-ciclopentil-metil-malénico (24.90
gramos, 133.7 milimoles), piperidina (15.9 mililitros, 160.8
milimoles), formaldehido acuoso al 37 por ciento (51.0 mililitros,
647.2 mitimoles), y EtOH (250 mililitros), se agita a reflujo durante 16
horas. La reaccién se apaga con HCI 1N hasta un pH=1, y la mezcla
se extrae con EtOAc. Las capas de EtOAc se combinan, se secan

sobre Na,SO,, y se concentran. E| producto crudo se purifica
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mediante cromatografia por evaporacién instantanea (SiO,, acetona
al 10 por ciento en dicloro-metano), lo cual da el acide 2-ciclopentil-
metil-acrilico (17.65 gramos, rendimiento del 86 por ciento) como un
aceite.

4-bencil-3-(2-ciclopentil-metil-acriloil)-oxazolidin-2-ona

3

o l’\@
A-18d

El acido 2-cic|opentil-metiI-acrilirco (17.685 gramos, 114.5
milimoles) se disuelve en tetrahidrofurano anhidro (200 mililitros), y
se enfria a -78°C bajo nitrogeno. Se agregan consecutivamente N, N-
di-isopropil-etil-amina (25.9 mililitros, 148.7 milimoles) y cloruro de
trimetil-acetilo (14.1 miIiIitro_s, 114.5 milimoles), a una velocidad tai
que la temperatura permanece debajo de -60°C, y que se controla el
desprendimiento de gas. La mezcla se agita a -78°C durante 30
minutos, se agita a temperatura ambiente durante 2 horas, y se
vuelve a enfriar hasta -78°C.

En un matraz separado, la (S)-(-)-4-bencil-2-oxazolidinona
(20.30 gramos,114.6 milimoles) se disuelve en tetrahidrofurano
anhidro (400 mililitros), y se enfria a -78°C bajo nitrégeno. Se agrega
lentamente BulLi (2.5 M, 45.8 mililitros, 114.5 milimoles) a -78°C, y la
mezcla se agita durante 30 minutos a temperatura ambiente. El anion

resultante se transfiere lentamente por medio de una canula hasta el



10

15

20

25

) v

recipiente de reaccién original. La mezcla se deja calentar a
temperatura ambiente, y se agita durante la noche a temperatura
ambiente (16 horas). La mezcla de reaccion se apaga con KHCO;,
1M, y se extrae con EtOAc. Las capas organicas se combinan, se
lavan con salmuera, se secan sobre Na,SO., y se concentran, para
dar un aceite amarillo. El producto crudo se purifica mediante
cromatografia por evaporacidén instantanea (SiO;, EtOAc al 20 por
ciento en hexano), para dar la 4-bencil-3-(2-ciclopentil-metil-acriloil)-
oxazolidin-2-ona (22.9 gramos, 64 por ciento) como un aceite.
4-bencil-3-[2-ciclopentil-metil-3-(tetrahidro-piran-2-iloxi-amino)-

propionil]-oxazolidin-2-ona

SUBwe
0 g\@
A-18e

La 4-bencil-3-(2-ciclopentil-metil-acriloil)-oxazolidin-2-ona
(22.90 gramos, 73.1 milimoles) y la O-(tetrahidro-2H-piran-2-il)-
hidroxilamina (34.24 gramos, 292.3 milimoles), se combinan y se
agitan a 45°C durante 48 horas bajo nitrogeno. El producto crudo se
purifica mediante cromatografia por evaporacion instantanea (SiO;,
EtOAc al 30 por ciento en hexano), lo cual da la 4-bencil-3-[2-
ciclopentil-metil-3-(tetrahidro-piran-2-iloxi-amino)-propionil]-
oxazolidin-2-ona (21.65 gramos, rendimiento del 69 por ciento) como

un aceite.
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N-[3-(4-bencil-2-oxo0-oxazolidin-3-il)-2-ciclopentil-metil-3-oxo-

propil]-N-(tetrahidro-piran-2-iloxi)-formamida

A

A-18f @

Una mezcla de &cido férmico (45.0 mililitros, 1,193 milimoles) y
anhidrido acético (90.0 mililitros, 952 milimoles) se agita a 50°C
durante 1 hora bajo nitrégeno. Un segundo matraz se carga con la 4-
bencil-3-[2-ciclopentil-metil-3-(tetrahidro-piran-2-iloxi-amino)-
propionil]-oxazolidin-2-ona (21.862 gramos, 50.2 milimoles), Et;N
(170.0 mililitros, 1,220 milimoles), y dicloro-metano anhidro (450
mililitros). Esta segunda mezcla se enfria a 4°C bajo nitrégeno, vy la
solucion de &acido mixta se agrega lentamente al segundo matraz,
mientras que se mantienen 10°C. La mezcla combinada se agita
durante 30 minutos a 10°C, se apaga y se !ava con una solucion
acuosa saturada de NaHCO;, y se extrae con dicloro-metano. Las
capas de dicloro-metano se combinan, se secan sobre Na,SO4, y se
concentran. El producto crudo se purifica mediante cromatografia por
evaporacion instantanea (SiO,, EtOAc al 50 por ciento en hexano), lo
cual da la N-[3-(4-bencil-2-o0x0-oxazolidin-3-il)-2-ciclopentil-metil-3-
oxo-propil]-N-(tetrahidro-piran-2-iloxi}-formamida (20.10 gramos,
rendimiento del 87 por ciento) como un aceite.

Acido 2-ciclopentil-metil-3-[formil-(tetrahidro-piran-2-iloxi)-

amino]-propiénico
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A-18g

La N-[3-(4—benci|-2-oxo-oxazolidin-3-iI)-2-ciclopentil-metil-3-
o0xo-propil]-N-(tetrahidro-piran-2-iloxi)-formamida (3.65 gramos, 7.96
milimoles), tetrahidrofurano (125 mililitros), y agua (40 mililitros), se
enfria a 4°C. A esta mezcla se le agregan H,O al 30 por ciento (5.2
mililitros, 50.90 milimoles) y monohidrato de LiOH (0.40 gramos, 9.53
milimoles), respectivamente. La mezcla de reaccién se agita durante
1.5 horas. La mezcla se apaga lentamente con Na,S0; 0.5M,
mientras que se mantiene la temperatura debajo de 15°C con un
bafio de hielo. La mezcla apagada se agita durante 30 minutos
adicionales, se concentra al vacio hasta que se remueve el solvente
de tetrahidrofurano, y se lava con EtOAc. La mezcla de reaccién
basica se acidifica con resina Amberlite IR-120 (H+) hasta un pH =
4.5. Se agrega salmuera a la solucién acida, y la mezcla combinada
se extrae con EtOAc. Las capas orgénicés del lavado de la solucién
acida se combinan, se secan sobre Na,SO,, y se concentran al
vacio. Esto da el acido 2-ciclopentil-metil-3-[formil-(tetrahidro-piran-
2-iloxi)-amino]-propiénico (1.20 gramos, rendimiento del 50 por
ciento) como un aceite.

Acido 3-(benci|oxi-formi|-amino)-2-cic|opentiI-metil-propic’mico.

Se prepara a partir del acido 2-ciclopentil-metil-acrilico y la O-

bencil-hidroxilamina, como se describe para la sintesis del blogue de
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constiruccién protegido por O-THp correspondiente.

4-bencil-3-(3-benciloxi-amino-2-ciclopentil-metil-propionil)-

oxazolidin-2-ona

Y

A-18h
N-[3-(4-bencil-2-oxo-oxazolidin-3-il})-2-ciclopentil-metil-3-oxo0-
propil]-N-benciloxi-formamida (compuestos A-G, en donde: R; =

ciclopentil-metilo, PG4 = bencilo).

Gt

Acido 3-(benciloxi-formil-amino)-2-ciclopentil-metil-propidénico

O

SASS

A-18k
(5-fluoro-1-oxi-piridin-2-il)-amida del acido 1-[3-benciloxi-formil-

amino)-2-ciclopentil-metil-propionil]-pirrolidin-2-carboxilico.
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A-181
Ejiemplo 2: (5-fluoro-1-oxi-piridin-2-il)-amida del acido 4-

fluoro-1-{2-[{(formil-hidroxi-amino)-metil]-hexanoil}-pirrolidin-2-

o) /F
ﬁ |
F
_N N = '
HO ]
o) N \N'
(o) H l R
o

A-19

carboxilico.

El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimiento General A, a partir del acido 2-[(benciloxi-formil-
amino)-metil]-hexanocico A-7 (R = butilo normal), y la piridin-2-il-
amida del acido pirrolidin-2-carboxilico A-8 (X = CHF, n=1, R, = 5-
fluoro-2-piridito}.

[2-amino-5-fluoro-piridin-2-il)-amida del acido 4-trans-fluoro-

pirrolidin-2-carboxilico.

A-19a
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A una solucién en dimetil-formamida (15 mililitros) de Boc-L-
Pro-4-F-OH (2.5 gramos, 10.73 milimoles, 1 equivalente), se |e
agrega base de Hunig (di-isopropil-etil-amina, abreviado como DIEA)
(6.73 mililitros, 38.61 milimoles, 3.6 equivalentes), y la mezcla se
enfria a 0°C. Esto es seguido por la adicion de 2-amino-5-fluoro-
piridina (1.44 gramos, 12.87 milimoles, 1.2 equivalentes), y HATU
(4.89 gramos, 12.87 milimoles, 1.2 equivalentes) a 0°C. La mezcla
resultante se agita a temperatura ambiente durante 18 horas. La
mezcla se divide entre un exceso de acetato de etilo y acido citrico
al 10 por ciento. La capa organica se lava con salmuera y NaHCO,
saturado, se seca sobre Na,S0, anhidro, se filtra, y se concentra. El
residuo se purifica mediante cromatografia en gel de silice
(hexanos:acetato de etilo = 1:0-7:3) para dar el compuesto del titulo
como un jarabe incoloro (2.5 gramos, 71 por ciento}.
[2-amino-5-flucoro-piridin-2-ilJ-amida del acido 4-trans-fluoro-

pirrolidin-2-carboxilico (sal de acido clorhidrico).

A-19b
La Boc-prolina-4-fluoro-piridin-amida (1 gramo, 3.06 milimoles,
1 equivalente) se trata con HCI 4N/dioxano (30 mililitros, 120

milimoles, 40 equivalentes) a temperatura ambiente, y se deja
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agitandose durante 16 horas. La mezcla se concentra, y el residuo se
co-evapora con tolueno dos veces, y se concentra para dar un sélido
color rosado-purpura (1 gramo).
(2-amino-5-fluoro-piridin-2-il)-amida del acido 1-{2-[(benciloxi-
formil-amino)-metil]-hexanoil}-4-trans-fluoro-pirrolidin-2-

carboxilico.

A-19c

A una solucion en dimetil-formamida (10 mililitros) de la trans-
fluocro-prolina-5-fluorc-amino-piridin-amida, sal de HCI (644
miligramos, 2.15 milimoles, 1.2 equivalentes), se le agregan
sucesivamente base de Hunig (2 mililitros, 10.8 milimoles, 5
equivalentes), Verslacid VRI 172 (500 miligramos, 1.79 milimoles, 1
equivalente), y HATU (818 miligramocs, 2.15 milimoles, 1.2
equivallentes) a 0°C. La mezcla resultante se agita a temperatura
ambiente durante 16 horas. La mezcla se divide entre un exceso de
acetato de etilo y acido citrico al 10 por ciento. La capa organica se
lava con saimuera y NaHCO; saturado, se seca sobre Na,SO,
anhidro, se filtra, y se concentra. El compuesto se purifica mediante
cromatografia en gel de silice, en dicloro-metano:acetona (1:0-
86.14), para dar el compuesto del titulo como un polvo blanco (630

miligramos, 72 por ciento). ES-MS:. calculada para CasHioF2N4Os

\
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{504.53); encontrada: 505.4 [M+H].
(2-amino-5-fluoro-piridin-N-oxido-2-il)-amida del acido 1-{2-

[(benciloxi-formil-amino)-metil]-hexanoil}-4-trans-fluoro-

pirrolidin-2-carboxilico.

A-19d

A una solucidn en dicloro-metano del compuesto (1.25 gramos,
2.56 milimoles, 1 equivalente), se le agregoé con éxito MCPBA (1.32
gramos, 7.68 milimoles, 3 equivalentes) a 0°C, y la reaccidon se agito
durante 16 horas. La mezcla de reaccion se divide entre NaHCO; y la
capa de dicloro-metano. La capa organica se seca sobre Na,;SOy,, vy
se concentra. El residuo se purifica mediante cromatografia en gel
de silice, utilizando dicloro-metano:acetona (1:0-9:1), para
proporcionar el compuesto del titulo (1.2 gramos).
Ejemplio 3: Pirazin-2-il-amida del acido.1-[2-{(formil-hidroxi-

amino)-metil}-hexanoil}-pirrolidin-2-carboxilico.

A-20
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El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con\eL
Procedimiento General A, a partir del acido 2-[(benciloxi-formil-

amino)-metil]-hexanoico A-7 (R=butilo normal), y la pirazin-2-amida

del acido pirrolidin-2-carboxilico A-8 (X = CH,, n=1, R, = 2-
pirazinilo).
Ejemplo 4: Piridazin-3-il-amida del acido 1-{2-[(formil-

hidroxi-amino)-metil]-hexanoil}-pirrolidin-2-carboxilico.

OYH
N N ~N
HO” N |
0 N
o N
H
A-21
El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el

Procedimiento General A, a partir del acido 2-{[formil-(tetrahidro-
piran-2-iloxi)-amino]-metil}-hexanoico A-7 (R= butilo normal), y Ia
piridazin-3-amida del acido pirrolidin-2-carboxilico A-8 (X = CH,, n=1,

3-piridazinilo).

Paso 1: Piridazin-3-il-amina.
N
-~
HZN 7
A-21a

A una solucién de la 6-cloro-2-amino-piridazina (4 gramos) y
NaOH (en polvo, 1.4 gramos) en etanol (150 milititros), se le agrega

Pd/C al 10 por ciento (0.6 gramos). La mezcla de reaccién se agita
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bajo una atmoésfera de hidrogeno durante 16 horas. Se filtra a través
de Celite, y se concentra el solvente. El residuo resultante se tritura
con éter, para proporcionar el compuestc de amino conocido.

Paso 2: Terbutil-éster del acido 2-(piridazin-3-il-carbamoil)-

A-21b

pirrolidin-2-carboxilico.

A una solucién de Boc-Pro-OH (1 equivalente) en dicloro-
metano a 0°C, se le agrega reactivo de Ghosez (1.1 equivalentes), y
ia mezcla de reaccidén se agita a 0°C durante 1 hora. A esto se le
agrega la amina (1.1 equivalentes) en piridina, y la mezcla de
reaccion se agita a temperatura ambiente durante 16 horas. Luego
se concentra para remover todos los volatiles, y se vuelve a disolver
en un exceso de dicloro-metano. La capa organica se lava con acido
citrico al 10 por ciento, salmuera, y NaHCO;, se seca sobre Na,SO,,
y se concentra. El residuo resultante se purifica mediante
cromatografia por evaporacién instantanea utilizando del 10 al 40 por
ciento de acetato de etilo en hexanos, para proporcionar el
compuesto del titulo. HPLC: YMC-Pak Pro C18, S-3 um, 120A, 50 x
4.6 milimetros, |. D. Columna; eluyente en gradiente del O por ciento
al 90 por ciento de MeCN durante 8.5 minutos, 1.5 mililitros/minuto;
tiempo de retencidén = 4.14 minutos.

ES-MS: calculada para Cq4H20N,O; (292); encontrada 293 [M+H].
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Paso 2: Piridazin-3-il-amida del acido pirrolidin-2-carboxilico.

pos

HPLC: YMC-Pak Pro C18, S-3 um, 120A, 50 x 4.6 milimetros |.D.

(*HCh)

Columna; eluyente en gradiente del O por ciento al 90 por ciento de
MeCN durante 8.5 minutos, 1.5 mililitros/minuto; Tiempo de retencién
= 2.398 minutos. ES-MS: calculada para CgH.N,O (192.1);
encontrada 193.2 [M+H].

Paso 3: Piridazin-3-il-amida del acidoc 1-(2-{{formil-(tetrahidro-

piran-2-iloxi)-amino]-metil}-hexancil)-pirrolidin-2-carboxilico.

Q&i\m

El compuesto del titulo se prepara bajo condiciones de HATU,
como se describe en el Procedimiento General A.
HPLC: YMC-Pak Pro C18, S-3 pm, 120A, 50 x 4.6 milimetros, |. D.
Columna; eluyente en gradiente del 20 por ciento al 90 por ciento de
MeCN durante 8.5 minutos, 1.5 mililitros/minuto; tiempo de retencién
= 3.655 minutos.
ES-MS: calculada para C22.H33N505 (447); encontrada 448 [M+H].
Ejemplo 5: {(5-fluoro-1-oxi-piridin-2-il)-amida del acido 1-[2-
ciclopentil-metil-3-(formil-hidroxi-amino)-propionil]-4-fluoro-

pirrolidin-2-carboxilico.
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A-22

El compuesto del :titulo se prepara de acuerdo con el
Prccedimiento General A, a partir del acidc 2-ciclopentil-metil-3-
[formil-(tetrahidro-piran-2-iloxi)-amino]-propiénico, y la piridin-2-il-
amida del acido pirrolidin-2-carboxilico A-8 (X = CHF, n=1, Ry = 5-
fluoro-2-piridilo).

(5-fluoro-1-oxi-piridin-2-il)-amida del acido 1-{2-ciclopentil-metil-
3-[formil-(tetrahidro-piran-2-iloxi}-amino]-propionil]-4-fluoro-

pirrolidin-2-carboxilico.

8

A-22a
Ejemplo 6: Piridazin-3-il-amida del acido 1-[2-ciclobutil-

metil-3-(formil-hidroxi-amino)-propionil]-pirrolidin-2-carboxilico.

A-23

El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
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Procedimiento General A, a partir del acido 2-ciclobutil-metil-3-
[formil-(tetrahidro-piran-2-ifloxi)-amino]~propic’>nico A-7 (R=ciclobutil-
metilo), y la piridazin-2-amida del acido pirrolidin-2-carboxilico A-8
(X =CH,, n=1, Ry = 3-pirid’:azinilo),

Ejempio 7. Pirazin-z-iil-amida del acido 1-[2-ciclobutil-metil-

3-(formil-hidroxi-amino)-propionil]-pirrolidin-2-carboxilico.

j“&%n@ |

A-24
El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimiento General A', a partir del acido 2-ciclobutil-metil-3-
[formil-(tetrahidro—piran-2-vioni)-amino]-propic’mico A-7 (R = ciclobutil-
metilo), y la pirazin-2-amida del acido pirrolidin-2-carboxilico A-8 (X
= CH;, n=1, Ry = 2-pirazinilo).
Ejemplo 8: Pirazin-2-il-amida del acido 1-[2-ciclopentil-metil-

3-(formil-hidroxi-amino)-propionil]-pirrolidin-2-carboxilico.

3
HO,N N .
o 0/ @



10

15

20

25

56

. G
El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimiento Generat A, a partir del acido 2-ciclopentil-metil-3-
[formiI-(tetrahidr'o-piran-2-iloxi)-amino]-propiénico A-7 (R =
ciclopentil-metilo), y la pirazin-2-amida del 4&cido pirrolidin-2-
carboxilico A-8 (X = CH;, n=1, Ry = 2-pirazinilo).
Ejiemplo 9: Pirazin-2-il-amida del acido 4-fluoro-1-{2-[(formil-

hidroxi-amino)-metil]-hexanoil}-pirrolidin-2-carboxilico.

HO ™ ~
RPee

A-26

El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimiento General A, a partir del acido 2-[(benciloxi-formil-
amino)-metil]-hexanoico A-7 (R = butilo normal), y la pirazin-2-amida
del acido pirrolidin-2-carboxilico A-8 (X = CHF, n=1, R, = 2-

pirazinilo).

Ejiemplo 10: Pirazin-2-il-amida del acido 1-[2-ciclopentil-metil-
3-(formil-hidroxi-amino)-propionil]-4-fluoro-pirrolidin-2-

carboxilico.
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2R

N
YY)
o N

o” N

A-27
El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimiento General A, a partir del acido 2-ciclopentil-metil-3-
(formil-hidroxi-amino)-propidénico A-7 (R = ciclopentil-metilo), y la
pirazin-2-amida del acido pirrolidin-2-carboxilico A-8 (X= CHF, n=1,
R, = 2-piraziniio).

Ejemplo 11: Pirazin-2-il-amida del acido 1-[2-ciclobutil-amino-

metil-3-(formil-hidroxi-amino)-propionil]-4-fluoro-pirrolidin-2-

?H oF
H\n/NiNE /NB
oYY

A-28

carboxilico.

El compuesto' del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimiento General A, a partir del acido 2-ciclobutil-metil-3-
[formil-(tetrahidro-piran-2-iloxi)-amino]-propiénico A-7 (R = ciclobutil-
metilo), y la pirazin-2-amida del acido pirrolidin-2-carboxilico A-8 (X
= CHF, n=1, Ry = 2-pirazinilo).

El acido 2-ciciobutiI-metil-3-[formiI-(tetrahidro—piran-2-iloxi)-
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amino]-propiénico se prepara a partir del acido 2-ciclobutil-metil-
malonico, como se describe para la sintesis del derivado de

ciclopentil-metilo correspondiente en el Ejemplo 1.

Acido 2-ciclobutil-metil-malénico.

C O
A-28a

El compuesto del titulo se prepara a partir del (bromo-metil)-

ciclobutano.

Acido 2-ciclobutil-metil-acrilico.

o)
A-28b

4-benciI-3-(2-cicIobutil-metil-acriloiI)-oxazolidin-2-ona.

e

A-28c
4-benci|-3-[2-cic|obutiI-meti|-3-(tetrahidro-piran-2-i|oxi-amino)-

propionil]l-oxazolidin-2-ona.

S
\© A-28d
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N-[3-(4-bencil-2-oxo0-oxazolidin-3-il)-2-ciclobutil-metil-3-0xo0- \

propil]-N-(tetrahidro-piran-2-iloxi)-formamida.

A-28e

4

C

Acido 2-cic|obutiI-metil-3-[formiI-(tetrahidro-piran-2-i|oxi)-

amino]-propidnico.
A-28f
Pirazin-2-il-amida del acido 1-{2-ciclobutil-metil-3-[formil-

(tetrahidro-piran-Z-ioni)-amino]-propionil}-4-fluoro-pirroIidin-2-

carboxilico.

A-28g

Eiemplo 12: Pirimidin-4-il-amida del acido 1-[2-ciclobutil-




°0 ﬂ\ﬂ/
metil-3-(formiI-hidroxi-amino)-propionil]-4-f|uoro-pirrolidin-2-

carboxilico.

F

o\ 4
5 Ho] ' Q /lf/\lNl
° o ) \N)

A-29
El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimiento General A, a partir del acido 2-ciclobutil-metil-3-
10 [formil-(tetrahidro-piran—2-i|oxi)-amino]-propiénico A-7 (R = ciclobutil-
metilo), y la pirimidin-4-amida del acido pirrolidin-2-carboxilico A-8
(X = CHF, n=1, R, = é~pirimidiniro).

Ejemplo 13: Piridazin-3-il-amida del acido 1-[2-ciclobutil-

metil-3-(formiI-hidroxi-amino)-propionil]-4-f|uoro-pirrolidin-2-

15 carboxilico.

o
o

20 A-30
El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimiento General A, a partir del acido 2-ciclobutil-metil-3-
[formil-(tetrahidro-piran-z-ioni)—amino]-propic’mico A-7 (R = ciclobutil-
metilo}, y la piridazin-3-amida del acido pirrolidin-2-carboxilico A-8

25 (X = CHF, n=1, R, = 3-piridazinilo).
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4-fluoro-2-(piridazin-3-il-carbamoil)-pirrolidin-1-carboxilato de

(2S,4R)-terbutilo.

F

w? )

A-30a
A una solucion de Boc-Pro(F)-OH (5 gramos, 21.46 milimoles, 1
equivalente) en dicloro-metanc a 0°C, se le agrega Reactivo de
Ghosez (3.1 mililitros, 23.61 milimoles, 1.1 equivalentes), y la mezcla
de reaccion se agita a 0°C durante 1 hora. A esto se le agrega la
amina (2.65 gramos, 27.9 milimoles,1.3 equivalentes) en piridina a
0°C, y la mezcta de reaccién se agita a temperatura ambiente
durante 16 horas. Luego se concentra para remover todos los
volatiles, y se vuelve a disolver en un exceso de dicloro-metano. La
capa organica se lava con &acido citrico al 10 por ciento, NaCl
(saturado), y NaHCO; (saturado), se seca sobre Na,SO., y se
concentra. El residuoc resultante se purifica mediante cromatografia
por evaporacion instantdnea utilizando del 10 al 15 por ciento de
acetona en dicloro-metano, para proporcionar el compuesto del

titulo.

(25,4R)-4-fluoro-N-(piridazin-3-il)-pirrolidin-2-carboxamida

.".F
H;?u Q

A-30b

{"HCI)

\
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La amida protegida por Boc se absorbe en HCI| 4M/dioxano, y la
reaccion se agita a temperatura ambiente durante 5 horas. EI
solvente se remueve bajo presion reducida, y el residuo se tritura
con éter para dar los compuestos del titulo.
(2S,4R}-1-((2R)-3-ciclobutil-2-((N-(tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)-

formamido)-metil)-propanocil)-4-fluoro-N-{piridazin-3-il)-pirrolidin-

Q:j\f 4
ry 0

A-30c

2-carboxamida.

A una solucién en dimetil-formamida fria (15 mililitros) del
Verslacid (500 miligramos, 1.77 milimoles, 1 equivalente), se le
agregan DIEA (1.7 mililitros, 9.72 milimoles, 5.5 equivalentes),
amina.sal de HCI (650 miligramos, 1.943 milimoles, 1.1
equivalentes), y HATU (739 miligramos, 1.943 milimoles, 1.2
equivalentes). La mezcla de reaccién resultante se agita durante 16
horas a temperatura ambiente. La mezcla se divide entre un exceso
de acetato de etilo y acido citrico al 10 por ciento. La capa organica
se lava con NaCl saturado y NaHCO; saturado, se seca sobre
Na,SO, anhidro, se filtra, y se concentra. El residuo se purifica
mediante cromatografia en gel de silice utilizando del 10 al 25 por
ciento de acetona en dicloro-metano, para dar el compuesto del

titulo {53 por ciento).
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Ejemplo 14: (2-oxi-piridazin-3-il)-amida del acido 1-[2-

ciclobutil-metil-3-(formiI-hidroxi-amino)-propionil]-4-fluoro-

pirrolidin-2-carboxilico.

A-31

10 El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimiento General A, a partir del acido 2-ciclobutil-metil-3-
[formil-(tetrahidro-piran-2-iioxi)-amino]-propiénico A-7 (R = ciclobutil-
metilo), y la piridazin-1-oxo-3-amida del acido pirrolidin-2-carboxilico
A-8 (X = CHF, n=1, Ry = N-éxido de 3-piridazinilo).

15 1-0xido de 6-((28,4R)-1-(terbutoxi-carbonil)-4-f|uoro-pirrolidin-2-

carboxamido)-piridazina.

“9@
" N
20 "

A-31c
A una soluciéon de Boc-Pro(F)-OH (2.047 gramos, 8.154
milimoles, 1 equivalente) en dicloro-metano a 0°C, se le agrega
Reactivo de Ghosez (1.2 mililitros, 8.97 milimoies, 1.1 equivalentes),

25 y la mezcla de reacciéon se agita a 0°C durante 1 hora. A esto se le
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agrega la amina (1.27 gramos, 11.42 milimoles, 1.4 equivalentes) en
piridina a 0°C, y la mezcla de reaccion se agita a temperatura
ambiente durante 16 horas. Luego se concentra para remover todos
los volatiles, y el residuo se disuelve en un exceso de dicloro-
metano. La capa orgénica se lava con acido citrico al 10 por ciento,
NaCl (saturado), y NaHCO, (saturado), se seca sobre Na,S0,, y se
concentra. El residuo resultante se purifica mediante cromatografia
por evaporacion instantanea utilizando del 2 al 15 por ciento de
acetona en dicloro-metano, para proporcionar el compuesto del titulo
(61 por ciento).

1-6xido de 6-((28,4R)-4-fluoro-pirro|idin-z-carboxamido)-

piridazina.
(*HCI) :_aF
H
(o]
A-31d

La amida protegida por Boc se absorbe en HCI 4M/dioxano, y la
reaccion se agita a temperatura ambpiente durante 5 horas. Todos los
volatiles se remueven, y el residuo se tritura con éter para dar los
compuestos del titulo.
1-0xido de 6-((28,4R)-1-((2R)-3-ciclobutil-2-((N-(tetrahidro-2H-
piran-2-iloxi)-formamido)-metil)-propanoil)-4-f|uoro-pirrolidin-2-

carboxamido)-piridazina.

W
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A una solucién en dimetil-formamida fria (20 mililitros) del
Verslacid (571 miligramos, 2 milimoles, 1 equivalente), se le agregan
DIEA (2.51 mililitros, 14.4 milimoles, 6 equivalentes), amina.sal de
HCI (718 miligramos, 2.4 milimoles, 1.2 equivalentes), y HATU (913
miligramos, 2.4 milimoles, 1.2 equivalentes). La mezcla de reaccidn
resultante se agita durante 16 horas a temperatura ambiente. La
mezcla se divide entre un exceso de acetato de etilo y acido citrico
al 10 por ciento. La capa organica se lava con NaCl saturado vy
NaHCO; saturado, se seca sobre Na,SO, anhidro, se filtra, y se
concentra. El residuo se purifica mediante cromatografia en gel de
silice utilizando del 10 al 20 por cientoc de acetona en dicloro-
metano, y luego utilizando del 2 al 8 por ciento de metanol en
dicloro-metano, para dar el compuesto del titulo (44 por ciento). 'H
RMN (DMSO-ds).

Ejemplo 1%: Piridazin-3-il-amida del acido 1-[2-ciclopentil-

metil-3-(formil-hidroxi-amino)-propionil]-4-fluoro-pirrolidin-2-

carboxilico.
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El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimiento General A, a partir del acido 2-ciclopentil-metil-3-
[formil-(tetrahidro-piran-2-iloxi}-amino]-propiénico A-7 (R =
ciclopentil-metilo), yl la piridazin-2-amida del &acido pirrolidin-2-
carboxilico A-8 (X = CHF, n=1, Ry = 3-piridazinilo).
(2S,4R)-1-((2R)-3-ciclopentil-2-((N-{tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)-

formamido)-metil)-propanoil)-4-fluoro-N-{piridazin-3-il)-pirrolidin-

A-32b

2-carboxamida.

Eiemplo 16: (2-oxi-piridazin-3-il)-amida del acido 1-[2-

ciclopentil-metil-3-(formil-hidroxi-amino)-propionil]-4-fluoro-

pirrolidin-2-carboxilico.
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F
o /
I//
N N 2
HO ™ gy I
~ N
(o] N *
o H y
A-33

El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimiento General A, a partir del acido 2-ciclopentil-metil-3-
[formil-(tetrahidro-piran-2—ioni)-amino]-propionilo A-7 (R =
ciclopentil-metilo), y la piridazin-2-amida del acido pirrolidin-2-
carboxilico A-8 (X = CHF, n=1, R, = N-6xido de 3-piridazinilo).

1-6xido de6-amino-piridazina.

IP.

A-33a

HN

A una soluciéon de la 6-amino-piridazina en acetona, se le
agrega una solucion de MCPBA (1 equivalente) en acetona en una
porcién. La mezcla de reaccidon se deja agitandose a temperatura
ambiente durante 1 hora. El solvente se remueve, y se agrega éter al
residuo. El sdélido se filtra y se seca para proporcionar el compuesto
del titulo. Este se utiliza como tal en el siguiente paso.
1-0xido de 6-((28,4R)-1-(terbutoxi-carbonil)-4-fluoro-pirrolidin-z-

carboxamido)-piridazina.
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A-33b

A una solucién de Boc-Pro(F)-OH (2.047 gramos, 8.154
milimoles, 1 equivalente) en dicloro-metano a 0°C, se le agrega
Reactivo de Ghosez (1.2 mililitros, 8.97 miiimoles,1.1 equivalentes),
y la mezcla de reaccidén se agita a 0°C durante 1 hora. A esto, se le
agrega la amina (1.27 gramos, 11.42 milimoles, 1.4 equivalentes)en
piridina a 0°C, y la mezcla de reaccién se agita a temperatura
ambiente durante 16 horas. Luego se concentra para remover todos
los volatiles, y el residuo se disuelve en un exceso de dicloro-
metano. La capa organica se lava con acido citrico al 10 por ciento,
NaCl (saturado), y NaHCO, (saturado), se seca sobre Na,SO,, y se
concentra. El residuo resultante se purifica mediante cromatografia
por evaporacion instantanea utilizando del 2 al 15 por ciento de
acetona en dicloro-metano, para proporcionar el compuesto del titulo
(61 por ciento).
1-6xido de 6-((28,4R)-4-fluoro-pirroIidin-2-carboxamido)-

piridazina.
(‘*HC)) F

A-33c ° ﬂ/%]

La amida protegida por Boc se absorbe en HCI 4M/dioxano, y la
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reaccion se agita a temperatura ambiente durante 5 horas. Todos ios
volatiles se remueve, y el residuo se tritura con éter para dar los
compuestos del titulo.
1-6xido de 6—((28,4R)-1-((2R)-3-cic|opentiI-2-((N-(tetrahidro-ZH-
5 piran-2-iloxi)-formamido)-metil)-propanoil)-4-f|uoro-pirro|idin-2-

carboxamido)-piridazina.

R pds

10
A-33d
Eiemplo 17: Piridazin-3-il-amida del acido 1-[2-ciclohexil-
metiI-3-(formil-hidroxi-amino)-propionil]-4-f|uoro-pirrolidin-z-
carboxilico.
15
7]
\N,N
20 A-34

El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimiento General A, a partir del acido 2-ciclohexil-metil-3-
[formil-(tetrahidro-piran—2-ioni)-amino]-propiénico A-7 (R = ciclohexil-
metilo), y la piridazin-3-amida de! acido pirrolidin-2-carboxilico A-8

25 (X =CHF, n=1, R, = 3-piridazinilo).
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El bloque de construccion del acido 2-ciclohexil-metil-3-(formil-
hidroxi-amino)-propidnico se prepara a partir del acido 2-ciclohexil-
metil-maldénico, como se describe para la sintesis del acido
ciclohexil-metil-maldnico correspondiente en el Ejemplo 1.

Acido 2-ciclohexil-metil-malénico.

Q 0

A-34a
El compuesto del titulo se prepara a partir de (bromo-metil)-
ciclohexano.

Acido 2-ciclohexil-metil-acrilico.

A-34b

4-bencil-3-(2-ciclohexil-metil-acriloil)-oxazolidin-2-ona.

-
© 0

4-bencil-3-[2-ciclohexil-metil-3-(tetrahidro-piran-2-iloxi-amino)-
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propionil]-oxazolidin-2-ona. \

(L
0O
A-34d

N-[3-(4-bencil-2-oxo-oxazolidin-3-il)-2-ciclohexil-metil-3-oxo-

propil]-N-(tetrahidro-piran-2-iloxi)-formamida.

N
v :Xzo

Ejemplo 18: Pirazin-2-il-amida del acido 1-{4-ciclopropil-2-

A-34e

[(formil-hidroxi-amino)-metil]-butiril}-4-fluoro-pirrolidin-2-

F/O F
S
~N

HO N N
“u ~
0 =
N

o7y

A-35

carboxilico.

El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimiento General A, a partir del acido 2-ciclopropil-etil-3-

[formil-(tetrahidro-piran-2-iloxi)-amino]-propiénico A-7 (R =
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ciclopropil-etilo), 'y la pirazin-2-amida del 4acido pirrolidin-2-
carboxilico A-8 (X = CHF, n=1, R, = 2-pirazinilo).

El bloque de construccion del acido 2-ciclopropil-etil-3-(formil-
hidroxi-amino)-propiénico se prepara a partir del acido 2-ciclopropil-
etil-maldnico, como se describe para Ila sintesis del acido ciclopentil-

metil-metil-maldnico correspondiente en el Ejemplo 1.

{

A-35a

(Bromo-etil)-ciclopropano

El compuesto del titulo se prepara a partir del 2-ciclopropil-
etanol.

Acido 2-ciclopropil-etil-maldnico.

o O

A-35b

Acido 2-ciclopropil-etil-acrilico.

A-35¢c

4-bencil-3-(2-ciclopropil-etil-acriloil)-oxazolidin-2-ona.

\7
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A-35d

N-bencil-3-[2-ciclopropil-etil-3-(tetrahidro-piran-2-iloxi-amino)-

propionil]-oxazolidin-2-ona

o] @
A-35e

N-{3-(4-bencil-2-oxo-oxazolidin-3-il)-2-ciclopropil-etil-3-oxo0-

propil]-N-(tetrahidro-piran-2-iloxi)-formamida.

@33;%

A-35f
Acido 2-ciclopropil-etil-3-[formil-(tetrahidro-piran-2-iloxi)-amino]-

propidnico.

OS5 w

A-35g

Pirazin-2-il-amida del acido 1-{2-ciclopropil-etil-3-[formil-
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(tetrahidro-piran-2-iloxi)-amino]-propionil}-4-fluoro-pirrolidin-2-

carboxilico.

LN
»es

A-35h

Eiemplo 19: Inhibicion de la actividad de la peptidil-

desformilasa.

Se utiliza un ensayo acoplado de PDF/FDH (Lazennec y
colaboradores, Anal. Biochem., Volumen 224, paginas 180-182
(1997)). En este ensayo acoplado, el formato liberado por PDF a
partir de su sustrato de fMAS, se oxida mediante la enzima de
acoplamiento FDH, reduciendo una molécula de NAD" hasta NADH,
lo cual proveca un incremento en la absorciéon a 340 nandmetros.
To»dos los ensayos se llevan a cabo a temperatura ambiente en un
reguladof de HEPES 50 mM, pH de 7.2, NaCl 10 mM, 0.2
mitigramos/mililitro de albumina de suero bovino, en placas de
microtitulacion de 96 pozos de media area (Corning). La reaccién se
inicia mediante la adicién de una mezcla de 0.5 unidades/mitilitro de
FDH, NAD" 1 mM, y fMAS en la concentracién deseada. Con el
objeto de determinar los valores de ICso (la concentracién necesaria
para inhibir el 50 por ciento de la actividad enzimatica), la PDF se
incuba previamente durante 10 minutos con diferentes
concentraciones del inhibidor, y se inicia la reaccion de

desformilacion mediante la adicién de la mezcla de reacciéon que
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contiene fMAS 4 mM. La velocidad de reaccidén inicial, y, se mide
como la velocidad inicial de aumento de absorcion a 340
nanémetros, utilizando un lector de placas SpectraMax (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA). La concentracién inhibidora [In] a la cual
se inhibe el 50 por ciento de la enzima, ICso, se calcula utilizando la
siguiente férmula:
Yy = ¥o/(1 + (in)/1C5,)

en donde y, es la velocidad de reaccion en ausencia de
inhibidor. La resolucidon de esta ecuacidén para la ICs, en la [In]
cuando y = y./2, proporciona la ICs,. La ICse se calcula basandose
en un ajuste de regresion no lineal de minimos cuadrados, utilizando
un paquete de software comercial (Deltapoint, Inc., Chicago, IL.).

Utilizando este ensayo, se determina la I1Cs, de diferentes
compuestos. La ICso para diferentes compuestos se determina contra
la enzima desformilasa que contiene niquel y zinc como el i6n de
metal. Los valores IC;s, de los compuestos preferidos de la Férmula
(I) determinados para la desformilasa que contiene zinc, estan en el
intervalo de aproximadamente 0.001 uM a aproximadamente 0.2 uM.
Los valores ICsy de los compuestos preferidos de la Formula (1)
determinados para la desformilasa que contiene niquel, estan en el
intervalo de aproximadamente 0.005 uM a aproximadamente 3 uM.

Ejemplo 20: Ensayo para probar la actividad antimicrobiana.

Se determinan las concentraciones inhibidoras minimas (MICs)
utilizando el meétodo de microdiluciéon en placas en formato de 96

pozos. Los compuestos se suspenden en sulféoxido de dimetilo a 5 6
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S

10 miligramos/mililitro, y se almacenan a 4°C hasta que se utilicen.
Se diluyen en Caldo de Mueller-Hinton (MHB), o en Caido de Soya de
Tripticasa (TSB), y se utilizan para l|la determinaciéon de Ia
concentracion inhibidora minima. EI| intervalo de concentraciones
prcbadas es de 64 a 0.0625 microgramos/mililitro de concentracién
final, utilizando un sistema de dilucién doble.

El indculo se prepara a partir de las células cultivadas en Agar
de Soya de Tripticasa (TSA), y se incuba durante la noche a 35°C.
Se utilizan de 5 a 10 colonias para inocular los caldos MHB 6 TSB, y
el cultivo se incuba durante la noche a 35°C. El cultivo nocturno se
diluye a 1:10, se incuba durante 1 hora a 35°C, se diluye hasta el
tamafo de inéculo apropiado, y se aplica a los pozos que contienen
caldo y compuesto de prueba. Los tamafios de indculo son de 2x10*
unidades formadoras de colonias/mililitro.

Las placas se incuban a 35°C durante 48 horas, y se registran
las concentraciones inhibidoras minimas después de 18 horas de
incubacion para las bactérias. La concentracidén inhibidora minima se
define como la concentracion mas baja del compuesto que no
produce un crecimiento visible después de la incubacién.

La concentracion inhibidora minima para diferentes compuestos
preferidos de la Formula () esta en el intervalo de aproximadamente
0.25 microgramos/mililitro a aproximadamente 32 microgramos/
mililitro contra H. influenza (cuatro cepas), de aproximadamente
0.001 microgramos/mililitro hasta mas de 8 microgramos/mililitro

contra S. aureus (cuatro cepas), de aproximadamente 0.016

0
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microgramos/mililitro a aproximadamente 16 microgramos/mililitro
contra S. pneumoniae (cuatro cepas), y de aproximad4amente 0.008
microgramos/mililitro a aproximadamente 16 microgramos/mililitro
contfa M. catarrhalis. La enzima desformilasa se obtiene a partir de
E. coli.

Las siguientes son las formulaciones farmacéuticas
representativas que contienen un compuesto de la Férmula (I).

Ejiemplo 21: Formulacién de tabletas.

Los siguientes ingredientes se mezclan intimamente, y se

comprimen en tabletas con una sola marca:

Cantidad por Ingrediente Tableta (mg)

Compuesto de esta invencion 400

Almidéon de maiz 50

Croscarmelosa de sodio : 25

Lactosa 120

Estearato de magnesio 5
Ejemplo 22: Formulacién de Capsulas.

Los siguientes ingredientes se mezclan intimamente, y se

cargan en una capsuia de gelatina de cubierta dura:

Cantidad por Ingrediente Capsula (mg)

Compuesto de esta invencion 200

Lactosa, secada por pulverizacién 148

Estearato de magnesio 2
Ejemplo 23: Formulacion de Suspensién.

Los siguientes ingredientes se mezclan para formar una

d
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suspension para administracion oral:

ingrediente Cantidad
Compuesto de esta invencion 1.0g
Acido fumarico 0.5g

5 Cloruro de sodio 20g¢g
Metil-parabeno - 0.15 g
Propil-parabeno 0.05¢
Azucar granulado 250¢g
Sorbitoi (solucic'{n al 70 por ciento) 13.00 g

10 Veegum (Vanderblit Co.) 1.0g
Saborizante 0.035 ml
Colorantes 0.5 mg
Agua destilada C.s. hasta 100 m!

Ejemplo 24: Formulacion Inyectable.
15 Los siguientes ingredientes se mezclan para formar una

formulacién inyectable:

Ingrediente Cantidad
Compuesto de esta invencion 0.2-20 mg

Solucién reguladora de acetato de sodio, 0.4M 20 ml

20 HCI (1N) 6 NaOH (1N) ¢.s. hasta un pH
adecuado.
Agua (destilada, estéril) C.s. hasta 20 m!
Ejemplo 25: Formulacién de Supositorio.

Se prepara un supositorio de un peso total de 2.5 gramos,

25 mediante la mezcla dej compuesto de la invencién con Witepsol® H-5
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(triglicéridos de acido graso vegetal saturado; Riches-Nelson, Inc.,
Nueva York), y tiene la siguiente composicién:

Compuesto de la invencidn 500 mg

Witepsol® H-15

El resto

Ejemplo 26: (5-fluoro-piridin-2-il)-amida del acido (2S,4R)-1-

((R}-2-[(formil-hidroxi-amino)-metil]-hexanoil)-4-isopropil-
pirrolidin-2-carboxilico.

El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimiento General A, a partir del acido 2-n-butil-3-[formil-N-
benciloxi]-amino-propidnico A-7, y la [2-amino-5-fluoro-piridina] del
acido 4-isopropil-pirrolidin-2-carboxilico.

Eiemplo 27: (5-fluoro-piridin-2-if)-amida del acido (2S5,4R)-1-

((R)-2-[(formil-hidroxi-amino}-metil]-hexanoil)-4-isopropil-
pirrolidin-2-carboxilico.

El compuesto del titulo se prepara de acuerdo con el
Procedimi.ento General A, a partir del acido 2-n-butil-3-[formil-N-
benciloxi]l-amino-propiénico A-7, y el [N-6xido de 2-amino-5-fluoro-
piridina] del acido 4-isopropil-pirrelidin-2-carboxilico.

Ejiemplo 28: Caracterizacion bioquimica y estructural de
mutantes de peptidil-desformilasa G70V/D de Streptococcus
pneumoniae.

La actividad de la peptidil-desformilasa es esencial para el
crecimiento de S. pneumoniae. Los mutantes que se seleccionan

sobre NVP-LBM415 no se comprometen para el crecimiento in vitro, y
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por consiguiente, no se esperaria que las mutaciones en defB que
confieran resistencia a estos compuestos alteren dramaticamente la
actividad enzimatica. Para probar esta hipdtesis, se determina la
cinética de la actividad de la peptidil-desformilasa utilizando el
sustrato de f-Met-Ala-Ser.

Tabla 1. Actividad enzimatica de la pPeptidil-desformilasa de

Streptococcus pneumoniae de tipo silvestre y mutante

f PDF Km (mM fMAS)
Tipo silyestre 1.3 +0.1
G70Vv 2.1+0.2
L G70D 3.0+ 0.4

Los datos de la Tabla 1 apoyan la hipétesis de que los cambios
seleccionados en las enzimas mutantes no alteran dramaticamente Ia
actividad de la peptidil-desformilasa. Es evidente que las enzimas
mutantes son capaces de soportar el crecimiento normal de S.
pneumoniae, mientras que proporcionan un nivel de proteccién de
ciertos inhibidores de PDF.

La prueba preliminar de la concentracion inhibidora minima
utilizando los mutantes G70V/D de PDF sSugirio que estos mutantes
Son menos sensibles a un subtipo de inhibidores de PDF
relacionados que contienen un componente de N-6xido de P3 que a

los compuestos altamente relacionados que carecen de este grupo.
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Para investigar adicionalmente, se determinan las ICs,s y las MICs
de pares especificos de compuestos que difieren soclamente en esta
caracteristica. La Tabla 2 muestra las estructuras y describe las
ICsos vy las MICs promedio de tres pares de compuestos similares,

mas el compuesto de seleccidn original NVP-LBM-415.

10

15

20

25

Tabla 2. Efecto del constituyente de N-6xido del anillo P3 sobre

la inhibicién de la actividad de peptidil-desformilasa de

Streptococcus pneumoniae y el crecimiento en cultivo

Clso MiIC
Compuesto PDF Promedio Promedio | Significado*
(nM) (ng/ml)
Tipo
0.31 + 0.03 { 0.45 + 0.07
#’) Silvestre
X
i G70V 1.35+0.18 | 6.80 + 1.38
G70D 1.28 + 0.10 | 6.44 + 1.55
Tipo
0.25+0.04 | 0.16 + 0.10
oy Silvestre
£
*5 G770V 0.50 + 0.06 | 6.33 + 0.08
G70D 0.34 + 0.03 |0.25+0.00
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Clso MIC
Compuesto PDF Promedio Promedio | Significado*
(nM) (ug/mil)
Tipo
0.37 +0.02 |10.29 + 0.11
.,«O;,Od Silvestre
I
G770V 205+0.34 267 +0.67 .00144
G70D 0.91+0.11 | 1.00 + 0.00 .03409
Tipo
0.27 +0.03 | 0.71 + 0.10
R Silvestre
g
b G70V 0.70 + 0.19 | 1.43 + 0.43
G70D 0.25 + 0.05 11.07 + 0.50
Tipo
0.31 + 0.03 | 0.64 + 0.09
L e Silvestre
o
B
S G70V 1.56 + 0.32 | 6.30 + 1.71 08742
G70D 1.19 + 0.14 | 5.14 + 1. 06 .00185
Tipo
0.31 +0.04 | 1.43 + 0.20
" S;,\}- Silvestre
N
- 5“‘1’3
- G7ov 1.01 +0.27 | 2.86 + 0.40
G70D 0.46 + 0.10 | 1.57 + 0.47
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Cls, MiIC
Compuesto PDF Promedio Promedio |Significado*
(nM) (ng/ml)
Tipo :
0.23+0.04 | 1.42 +0.20
Silvestre
Y L 10.29 +
TN G70V 1.78 + 0.27 05622
s 2.1
10.29 +
G70D 1.38 + 0.13 .00133
2.11

*El significado de la ICsq incrementada del miembro que contiene N-
Ooxido del par de compuestos contra las enzimas mutantes (G70V/D)
se expresa como la evidencia de que el cambio es aleatorio, a un

intervalo de confianza del 95 por ciento.

Se llevan a cabo analisis estadisticos que se disedAan para
remover |a variabilidad en la inhibicion de la enzima que se deriva de
aspectos de cada compuesto diferente del sustituyente de N-6xido.de
P3 para cada par de inhibidores. En todos los casos, el incremento
en la ICsp, promedio para el componente gue contiene N-oxido de
cada par es estadisticamente significativo, y se correlaciona con una
concentracién inhibidora minima (MIC) incrementada

para ese

agente.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la Formula (I):
)
</ (CH2) R
N
Vg
HO
o) R4

(1)
en donde R; es hidrégeno, alquilo, heteroalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, o heteroarilo;
R3; es hidrogeno, haléogeno, o alcoxilo; vy
R, es arilo o heteroarilo; o
nesde0Oa3, vy
en el entendido de que R, es cicloalquilo, y/o R; es un
anillo de heteroarilc monociclico de 6 miembros opcionalmente
sustituido que tiene 2, 3, ¢ 4 heteroatomos de nitrégeno en el anillo,
en donde uno o mas de los heteroatomos de nitrégeno del anillo
estan opcionalmente oxidados, o
una sal del mismo o un pro-farmaco del mismo.
2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde R; es isopropilo.
3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en
donde R4 es cicloalquilo.
4. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en

donde R, es un hetercarilo de la Férmula (11):
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R
R AN R )YRB Ra R ReA ™
- U e T I
I R, R 7 R:; N Re N R,

R."! L i’
R R,

4

(1)
en donde <cada uno de Rg, Rz, Rg, y Rg es
independientemente hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, fenilo,
halogeno, hidroxilo, o alcoxilo,
o una sal del mismo, o un pro-farmaco del mismo.
5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1', en

donde R4 es un heteroarilo de la Formula (l1-1):

R?
bt
VR,
d-
(1.1) -
y en donde Rg, R7, y Rg son hidrégeno, y Rg flaor,
una sal del mismo, o un pro-farmaco del mismo.

6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en

donde R4 es un heteroarilo de la Férmula (11.2):

N, R
N
X
N~ TR,
(11.2)
y en donde Rg, Ry, vy Rg son hidrégeno,
una sal del mismo, o un pro-farmaco del mismo,

7. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en

donde R4 es un heteroarilo de la Férmula (11.3):
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R,
SN
",
(1.3)
5 y en donde Rg, R7, y Rg son hidréogeno,
una sal del mismo, o un pro-farmaco del mismo.
8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en
donde R4 es un heteroarilo de la Férmula (11.4):
R‘I
10 I e
N
(11.4)
y en donde Rg, R, ¥y Ry son hidrégeno,
una sal del mismo, o un pro-farmaco del mismo.
15 9.

Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en

donde R4 es un heteroarilo de la Formula (I1.5):

20 (11.5)

en donde Rg, R7, y Rg son hidrégeno,

una sal del mismo, o un pro-farmaco del mismo.

10. Un compuesto de acuerdo con l!a reivindicacién 1, en

donde R; se selecciona a partir de ciclohexilo, ciclopentilo,

25 ciclobutilo, o ciclopropilo.
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1. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde R4 es un butiio normal.

12. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 10, en
donde R4 se selecciona a partir de 2-amino, N-6xido de 5-fluoro-

5 piridina, 2-pirazina, 3-piridazina, 3-pirimidina, 4-pirimidina, N-oxido
de 3-piridazina, o 2-amino, S-fluoro-piridina.

13. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidén 11, en
donde R4 se selecciona a partir de 2-amino, N-6xido de 5-fluoro-
piridina, 2-pirazina, 3-piridazina, 3-pirimidina, 4-pirimidina, N-6xido

10 de 3-piridazina, o 2-amino, 5-fluoro-piridina.

14.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 10, en
donde R; es isopropilo.

15.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 11, en
donde R; es isopropilo.

15 16. Un compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en

donde R4 es un heteroarilo de la Férmula (1y:
R,
6 TR RS R AN
I =N ° | N ' =~
Ry Ree Ry N Ry NTOR
Ry

17.  Un compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en

20

donde R4 es un heteroarilo de la Férmula (1)

25
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en donde Rg, R7, y Rg son hidrégeno, y R es fluor,

una sal del mismo, o un pro-farmaco del mismo.

\
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RESUMEN

Se dan a conocer novedosos compuestos de N-formil-
hidroxilamina y sus derivados. Estos compuestos de N-formil-
hidroxilamina inhiben la peptidil-desformilasa (PDF), una enzima
presente en los brocariotes. Los compuestos son duatiles como
antimicrobianos y antibioticos. Los compuestos de la invencion
exhiben una inhibicién selectiva de la peptidil-desformilasa contra
otras metaloproteinasas, tales como MMPs. También se dan a

conocer meétodos de preparacion y uso de los compuestos.
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